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11  Einleitung
Bei den hereditären sensomotorischen Neuropathien (HMSN) handelt es sich um eine klinisch
und ätiologisch äußerst heterogene Gruppe genetisch determinierter Erkrankungen, die durch
das Vorhandensein eines vorwiegend distal akzentuierten, symmetrischen Polyneuropathie-
syndroms charakterisiert sind (Harding et al., 1980; Keller et al., 1999). Das Krankheitsbild
wurde bereits Mitte des 19. Jahrhunderts von Charcot und Marie sowie von Tooth
beschrieben (1886), weshalb die HMSN I und II synonym auch als „Charcot-Marie-Tooth-
Erkrankung“ (CMT1 und CMT2) bezeichnet werden.
Der Begriff der HMSN umfaßt neben der demyelinisierenden CMT1 (Dyck et al., 1968) und
einer eher axonalen Variante, der CMT2, eine Reihe weiterer Subtypen: die auch als
Dejerine-Sottas-Syndrom (DSS) bezeichnete HMSN III (Dejerine und Sottas, 1893), die
hereditäre Neuropathie mit Neigung zu Drucklähmungen (hereditary neuropathy with liability
to pressure palsies - HNPP) (Goider et al, 1995), die CMTX (Gal et al., 1985; Hahn, 1993,
Nicholson et al., 1993), die kongenitale Hypomyelinisationsneuropathie (congenital
hypomyelination - CH) (Warner et al., 1996) und die HMSN IV – VII.
Zunächst erfolgte eine Klassifikation einzig aufgrund klinischer Kriterien. Eine genauere
Einteilung anhand der zugrundeliegenden genetischen Defekte wurde erst mit Beginn der
molekulargenetischen Forschung vorgenommen, welche die Identifizierung einer Vielzahl
von Genloci ermöglichte. So ist der häufigste molekulare Subtyp der autosomal dominanten
CMT1A meist auf eine heterozygote DNA-Duplikation des Genlocus für das periphere
Markscheidenprotein 22 (PMP22) auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 (17p11.2)
zurückzuführen (Lupski et al., 1991; Valentijn et al., 1992; Sghirlanzoni et al., 1994; Thiex et
al., 1997). In einigen Fällen finden sich hierbei auch Punktmutationen (Roa et al., 1993;
Gabreels-Festen et al., 1995, Hanemann et al., 2000).  Weitere Erkrankungen, bei denen das
PMP22-Gen eine Rolle spielt, sind die CH und die HNPP. Bei letzterer besteht die Mutation
in einer Deletion an Stelle einer Duplikation, oder - in seltenen Fällen – in einer
Punktmutation (Verhalle et al., 1994; Tyson et al, 1996; Sahenk et al, 1999).
Von der CMT1A abzugrenzen ist die CMT1B-Erkrankung, die auf Mutationen im Gen des
Myelinproteins 0 (MPZ oder P0) beruht. Der Genlocus liegt auf dem langen Arm des
Chromosom 1 (1q22-23). Das aus 219 Aminosäuren bestehende Glykoprotein P0 wird
ausschließlich von Schwann-Zellen exprimiert und gehört zur Immunglobulin-Superfamilie.
Es ist zu 50-60 % Bestandteil der Markscheiden peripherer Nerven und stellt damit die
2Hauptkomponente der Myelinisation dar. Bei den bisher bekannten Mutationen des P0-Gens
handelt es sich im Gegensatz zu PMP22 überwiegend um Punktmutationen, nur vereinzelt
finden sich kleinere Deletionen oder Insertionen (Chance PF, Reilly M, 1994). Auch bei den
HMSN-Subtypen wie der DSS, der CH und sogar der CMT2 wurden P0-Mutationen
beschrieben, wogegen bei der HNPP keine Beteiligung des P0-Gens bekannt ist.
Mutationen in dem auf Chromosom 10 lokalisierten Early Growth Response 2-Gen (EGR2)
sind für die CMT1 und die CH bekannt (Yoshihara et al, 2001; Kamholz et al., 1999).
Als alleiniger Genlocus für Mutationen bei der X-chromosomal dominant vererbten Form
CMTX wurde das Connexin32-Gen (Cx32) identifiziert. Connexine sind molekulare
Bestandteile sogenannter „gap junctions“, die durch Ausbildung inter- und intrazellulärer
Kanäle den Austausch kleinster Moleküle ermöglichen (Bennett et al., 1991, Bergoffen et al.,
1993, Scherer, 1997).
Für die CMT2, die im Gegensatz zu den demyelinisierenden Formen keine oder eine lediglich
geringgradig veränderte Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) aufweist, wurden Mutationen
verschiedenster Gene publiziert. Neben dem P0-Gen sind auch erst kürzlich beschriebene
Gene wie das NEFL-Gen (neurofilament light polypeptide gene) auf Chromosom 8 (De
Jonghe et al., 2001) sowie das KIF1Bβ-Gen (kinesin family member 1Bβ gene) (Zhao et al.,
2001) und das LMNA-Gen (De Sandre-Giovannoli et al, 2002) auf Chromosom 1 betroffen.
Die vorliegende Arbeit befaßt sich mit der Identifizierung von Punktmutationen des P0-Gens
aus Archivmaterial des Neuropathologischen Institutes der RWTH Aachen. Hierbei handelt es
sich um in Paraffin eingebettete und Formalin-fixierte Nervus-Suralis-Biopsien sowie um
Muskelbiopsien, bei denen aufgrund histomorphologischer Kriterien die Diagnose einer
CMT1, CMT2, DSS oder CH gestellt wurde. Ziel dieser Studie ist die Korrelation des
klinisch-morphologischen Phänotyps mit dem molekulargenetischen Befund. Da sich
aufgrund der Elektrophysiologie und Morphologie eine eindeutige Zuordnung zu einer
bestimmten HMSN-Form nicht sicher durchführen läßt (De Jonghe et al., 1997), wird der
molekulargenetischen Untersuchung eine zunehmende Bedeutung bei der Diagnostik der
hereditären motorisch-sensorischen Neuropathien beigemessen. In vielen Fällen ermöglicht
sie eine sichere Klassifikation der verschiedenen HMSN-Subtypen und stellt so eine
notwendige diagnostische Ergänzung dar. Darüberhinaus bestätigt die vorliegende Arbeit, daß
anhand von DNA aus Formalin-fixiertem, in Paraffin eingebettetem Gewebe genetische
Reklassifizierungen vorgenommen werden können. Diese ermöglichen die Untersuchung von
Patientenproben, die möglicherweise bereits vor Jahren entnommen wurden. Von besonderer
3Bedeutung dürfte für die betroffenen Patienten und ihre Familien auch die auf der
humangenetischen Untersuchung beruhende Erstellung von Stammbaumanalysen sein, die
eine Aussage über Vererbung sowie Charakter einer Mutation ermöglichen und so wertvolle
Hinweise für die Familienplanung geben kann. Auch für die Entwicklung gentechnischer
Therapiemöglichkeiten stellt die molekulargenetische Untersuchung des P0-Gens eine
unverzichtbare Grundlage dar, mit der in Zukunft eine Heilung der im Folgenden
beschriebenen Erkrankungen ermöglicht werden könnte.
42  Hereditäre motorisch-sensorische Neuropathien unter besonderer Beachtung der
Rolle des P0-Gens
2.1 Historische Entwicklung
Im Jahre 1886 beschrieben Jean Martin Charcot (1825-1893) und sein Schüler Pierre Marie
(1854-1940) unter dem Titel „Sur une forme particulière d`atrophie musculaire progressive,
souvent familiale, débutant par les pieds et les jambes et atteignant plus tard les mains“ eine
Erkrankung, die später unter ihren Namen bekannt werden sollte.
Die beiden Mediziner beobachteten das Krankheitsbild einer peronealen Muskelatrophie an
fünf Patienten; Charcot war zu diesem Zeitpunkt Inhaber des „klinischen Lehrstuhls für
Nervenkrankheiten“ am Hôpital de la Salpetrière in Paris (Sorensen, 1996; Bonduelle 1994).
Unabhängig davon publizierte Henry Tooth in London zum gleichen Zeitpunkt eine Schrift
über eine von ihm „peroneale Muskelatrophie“ genannte Erkrankung. Doch bereits frühere
Veröffentlichungen ließen eine Erbkrankheit vermuten. So beschrieben Rudolf Virchow
(1855), Hemptenmacher (1862) und Eichhorst (1873) betroffene Patienten in
aufeinanderfolgenden Generationen einer Familie, so daß hier ein dominanter Erbgang
anzunehmen ist (Lindkvist, 1999), wogegen Eulenburg, ähnlich wie Schultze (1884) und
Hoffmann (1892), schon 1856 verschiedene Geschwisterfälle beobachtete, was einen
rezessiven Erbmodus wahrscheinlich macht. Auch eine Sippe ausschließlich männlicher
Erkrankter wurde von Herringham (1889) beschrieben, was einen X-chromosomalen
Vererbungsmodus vermuten läßt. Hoffmann, der von einer Beeinträchtigung der peripheren
Nerven selbst ausging, prägte den Begriff der „neuralen Muskelatrophie“, während Charcot
und Marie die Ursache der Erkrankung im Myelon sahen.
Im Jahre 1893 beschrieben der Nachfolger Charcots auf dessen Lehrstuhl, Dejerine, und sein
Kollege Sottas ein Geschwisterpaar offenbar gesunder Eltern unter dem Begriff der
„progressiven hypertrophischen Neuritis“. Bei diesen Patienten waren deutlich verdickte
Nervenstämme zu tasten sowie eine generalisierte Muskelschwäche, Areflexie,
Sensibilitätsverluste und ein früher Krankheitsbeginn zu verzeichnen (Schurch und Dollfus,
1998). Roussy und Lévy berichteten 1926 über eine sehr seltene Erkrankung, welche sie als
„Dystasie aréflexique héréditaire“ bezeichneten. Das Krankheitsbild, das mit einer
progredienten Muskelatrophie, Hohlfußbildung und Areflexie der Charcot-Marie-Tooth-
5Erkrankung in ihren Merkmalen ähnelte, umfaßte zusätzlich eine zerebelläre Ataxie mit
Tremor (Lapresle 1982).
Mit jedem neu hinzukommenden Krankheitstyp wurde die Notwendigkeit einer Klassifikation
deutlicher. So machte Davidenkow 1927 erstmals den Versuch, alle bis dato beschriebenen
Subtypen erblicher sensomotorischer Neuropathien nach klinischen und genetischen
Gesichtspunkten zu ordnen. Seine Klassifikation in 12 Untergruppen fand jedoch keine
allgemeine Akzeptanz.
Mitte der Fünfziger Jahre des letzten Jahrhunderts begann eine neue Epoche, in der sich ein
Wechsel von einer klinisch-pathologischen zu einer elektroneurographisch und
morphologisch-bioptisch geprägten Betrachtungsweise vollzog (Sturtz et al, 1992). Dies
führte zu der Erkenntnis, daß prinzipiell zwei Typen zu unterscheiden sind: ein
Erkrankungsbild, bei dem die Patienten als Folge einer primären Markscheidendegeneration
eine deutlich verzögerte Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) aufweisen, und eine zweite Form,
bei der aufgrund einer primär axonalen Schädigung die NLG völlig oder nahezu normal ist.
Im Jahre 1968 griffen Dyck und Lambert diese Erkenntnisse auf und erstellten eine Einteilung
nach klinischen, elektrophysiologischen und morphologischen Kriterien, die 1975 noch
einmal von Dyck erweitert wurde.
Die Klassifikation unterteilte die hereditären motorisch-sensorischen Neuropathien in
1. die vorwiegend dominant erbliche hypertrophische Form vom Typ Charcot-Marie-
    Tooth
2. die meist dominant erbliche neuronale Form vom Typ Charcot-Marie-Tooth.
3. die vorwiegend rezessiv erbliche hypertrophische Form vom Typ Dejerine-Sottas
Doch bald stellte sich heraus, daß dieser zunächst überzeugend scheinende
Klassifikationsversuch aufgrund der heterogenen Ausprägung des klinischen Phänotyps bei
weitem nicht allen Fällen gerecht wurde.
In den folgenden Jahren bemühte man sich immer wieder um eine saubere Einteilung, so die
Arbeitskreise um Buchthal und Behse (1977) und Harding und Thomas (1980). Doch erst im
Jahre 1984 gelang Dyck eine – wenn auch nicht unwidersprochene – Klassifikation, die sich
in der klinischen Anwendung weitgehend durchsetzte. Hierbei prägten Dyck und Lambert
erstmals den Begriff der HMSN: der hereditären motorisch- sensorischen Neuropathien. Darin
gehen die bislang als CMT bezeichneten Erkrankungen als HMSN I und II und das Dejerine-
Sottas-Syndrom als HMSN III ein. Eine seltene autosomal rezessive Variante, die
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weiteren Form wird einer HMSN X zugeordnet. Auch Varianten mit spastischer Paraplegie,
mit Optikusatrophie und mit Retinitis pigmentosa werden unterschieden, ebenso die
hereditären, rezidivierend fokalen Neuropathien, deren häufigste Variante die HNPP
(Hereditäre Neuropathie mit Neigung zu Drucklähmungen)  ist.
Anfang der achtziger Jahre begann eine neue wissenschaftliche Epoche, als zunehmend die
molekulargenetische Forschung in den Mittelpunkt rückte. Im Rahmen genetischer
Kopplungsstudien bewiesen Bird et al. 1982 an einer Familie mit „peronealer
Muskelatrophie“, daß der Subtyp der mit langsamer NLG einhergehenden, offenbar dominant
vererbten HMSN I an den Duffy-Blutgruppenlokus auf Chromosom 1 gekoppelt ist. Da dies
aber in der Mehrzahl der HMSN I-Fälle nicht nachzuweisen war, schlugen Dyck et al. 1983
vor, die Duffy-gekoppelte Form als HMSN Ib und die Duffy-ungekoppelte Form als HMSN
Ia zu bezeichnen. Bei dieser HMSN Ib-Familie, die insgesamt über einen Zeitraum von 36
Jahren beobachtet wurde (Bird, 1999), gelangen Hayasaka et al. 1993 erstmals der Nachweis
einer Punktmutation im P0-Gen (Asp90Glu), womit der CMT1B eine molekulargenetische
Basis zugeordnet werden konnte.
Schon im Jahre 1989 hatten Vance et al. im Rahmen einer Kopplungsstudie das für die
häufigere CMT1A verantwortliche PMP22-Gen auf Chromosom 17p11.2-p12 nachweisen
können. Zwei Jahre später wurde erstmals eine Duplikation über 1,5 Megabasen im PMP22-
Gen beschrieben (Lupski et al., 1991, Raeymaekers et al., 1991). Die genaue Funktion des
PMP22-Proteins blieb allerdings unklar (Nelis et al., 1999). Es ist Bestandteil des Myelins,
scheint aber auch eine Rolle bei der zellulären Wachstumsregulation zu spielen. PMP22
könnte aufgrund seiner aus vier transmembranösen Anteilen bestehenden Sekundärstruktur
außerdem als Tunnelprotein zwischen Myelinscheide und periaxonalem Raum fungieren und
so zum Transport von Ionen und Metaboliten beitragen (Suter et al., 1995).
You et al. stellten 1991 anhand einer tierexperimentellen Untersuchung an Mäusen fest, daß
das P0-Gen aus 6 Exonen besteht, die mehr als 7 Kilobasen DNA umfassen (Abb. 1). Durch
Southern Blot-Analyse konnte das P0-Gen dem Chromosom 1 zugeordnet werden. Hayasaka
et al. konnten die Größe des Gens zwei Jahre später dem Genlocus 1q22-23 zuordnen, was
Pham-Dinh et al. (1993) in einer unabhängigen Studie bestätigten. Die erste systematische
Studie an Patienten wurde 1996 von Roa et al. durchgeführt. So untersuchte seine
Arbeitsgruppe 70 nichtverwandte Patienten mit der Diagnose einer demyelinisierenden
Neuropathie auf mögliche Mutationen im P0-Gen, nachdem zuvor eine wahrscheinlichere
PMP22-Mutation ausgeschlossen worden war. Doch Roa et al. fanden bei nur zwei Patienten
7eine Punktmutation und postulierten aufgrund dieser unerwartet geringen Zahl die Beteiligung
weiterer, noch unbekannter Gene bei der CMT1.
Eine bald zunehmend in den Vordergrund rückende Fragestellung war die des „Gen-Dosis-
Effektes“: Warner et al. beschrieben 1996 drei Geschwister mit einer Punktmutation im P0-
Gen, für die Homozygotie bestand. Das klinische Erscheinungsbild war in allen Fällen mit
dem einer Dejerine-Sottas-Erkrankung vereinbar. Bei den Eltern, die nur milde Symptome im
Sinne einer Neuropathie vom Typ CMT1 aufwiesen, bestand jeweils Heterozygotie für das
betreffende Gen. Diese Beobachtung unterstrich die These, daß es sich beim Dejerine-Sottas-
Syndrom nicht um eine eigenständige Erkrankung, sondern um eine Variante der CMT1
handelt, was durch Untersuchungen an Knockout-Mäusen von Martini et al. schon 1995
postuliert worden war. Auch wurde wiederholt bestätigt, daß sich selbst identische
Mutationen im P0-Gen phänotypisch heterogen manifestieren können. Dies wiesen Marques
Jr. et al. 1999 in ihrer Untersuchung an einem monozygoten Zwillingspaar eindrucksvoll
nach: So litt der eine der beiden Zwillinge seit früher Kindheit an einer ausgeprägten
Neuropathie, die klinisch mit einer CMT1B vereinbar war, wogegen sich bei seinem Bruder
nur milde klinische Symptome zeigten, was auf die Rolle epigenetischer Einflüsse bei der
Expression des P0-Gens hindeutet.
Abb. 1  Darstellung des P0-Gens (molgen-www.uia.ac.be).
Zum jetzigen Zeitpunkt sind 80 Mutationen im P0-Gen beschrieben, bei denen es sich in neun
Fällen um Deletionen, in 5 Fällen um Insertionen und bei den übrigen um Punktmutationen
handelt.
8Das P0-Gen besteht aus 6 Exonen, wobei Exon 2 und 3 für die extrazelluläre Proteindomäne,
Exon 4 für den transmembranösen Abschnitt und Exon 5 und 6 für den intrazellulären Teil
kodieren. Durch homophile Interaktion zweier Membranproteine im Bereich der sich
gegenüberliegenden extrazellulären Domänen ist das P0-Protein mit einem Molekulargewicht
von 28 kDa wichtiger Bestandteil bei der Kompaktierung der Markscheidenlamellen (Werner
et al., 1998). Shapiro et al. stellten 1996 die Kristallstruktur der extrazellulären Domäne des
P0-Proteins dar, gefolgt von einem dreidimensionalen Modell, das die Funktion des P0-
Proteins beim Zusammenhalt der Myelinlamellen beschreibt. Mehr als 70 Prozent der
beschriebenen Mutationen finden sich in Exon 2 und 3; in Exon 1 wurden bislang keine
Mutationen gefunden (Nelis et al., 1999). Wie bereits erwähnt, finden sich P0-Mutationen
neben der CMT1B auch beim Dejerine-Sottas-Syndrom, bei der CH und bei einer CMT2-
ähnlichen Form, doch kann nicht einem bestimmten Phänotypen ein bestimmtes Exon oder
sogar Codon zugeordnet werden (Meijerink et al., 1996).
Dies führte zu einer erneuten Diskussion über die Eigenständigkeit der HMSN-Unterformen:
Autoren wie Pareyson (1999) betrachten DSS und CH als Varianten der CMT1. In der Tat
konnte die molekulargenetische Klassifikation, welche die Dejerine-Sottas-Erkrankung als
homozygote und die CMT1B als heterozygote Erbgänge einteilte, seit der Beschreibung
heterozygoter Mutationen bei der DSS (Ionasescu et al., 1996) und bei der CH (Warner et al.,
1996; Mandich et al., 1999) nicht länger aufrecht erhalten werden.
2.2 Klinisches Erscheinungsbild
Die hereditären motorisch-sensorischen Neuropathien treten mit einer Inzidenz von etwa 30
pro 100000 Einwohner auf. Etwa die Hälfte der betroffenen Patienten leidet an einer CMT1,
fünfundzwanzig Prozent an einer CMT2 und ein weiteres Viertel an einer der übrigen HMSN-
Unterformen. Im Folgenden werden die klinischen Erscheinungsbilder der häufigsten HMSN-
Subtypen beschrieben, bei denen P0-Mutationen ätiologisch eine Rolle spielen.
Die hypertrophische Form vom Typ Charcot-Marie-Tooth (CMT1) manifestiert sich
meist in der ersten bis zweiten Lebensdekade. Charakteristisch ist der schleichende Beginn,
wobei die ersten Symptome von den Kranken oft nicht bemerkt oder ignoriert werden. Frühe
Symptome sind atrophische Paresen der kleinen Fußmuskeln, die klinisch zu
Hohlfußdeformitäten führen. Erst im Laufe einiger Jahre kommt es zum Schwund der
Unterschenkelmuskulatur und zur Ausbildung von Peronaeusparesen beidseits, aufgrund derer
9sich der Gang zum fast regelmäßig nachzuweisenden „Steppergang“, oder, bei gleichzeitiger
Tibialislähmung, zum „Bügeleisengang“ verändert.
Im fortgeschrittenen Stadium greifen die Lähmungen auf Oberschenkel- und Handmuskulatur
über, was beim betroffenen Nervus ulnaris nicht selten zur Krallenhandbildung führt. Bei
selektiven Paresen im Bereich der Unterschenkel findet sich das Bild der typischen
„Vogelbeine“ (Abb. 2), sind zusätzlich die Oberschenkel betroffen, so erinnern die Beine des
Patienten optisch an „Storchenbeine“. Einige Patienten weisen eine Ataxie und einen
Armhaltetremor auf, was unter der Sonderform des Roussy-Levy-Syndroms zusammengefaßt
wird. In vielen Fällen kommt es bereits frühzeitig zu einem selektiven Ausfall des
Vibrationsempfindens, wogegen sich weitere Sensibilitätsstörungen erst im späteren Verlauf
manifestieren. Diese imponieren durch strumpf- oder handschuhförmig herabgesetzte
Empfindung der Qualitäten  Berührung, Vibration und Propriozeption. Ebenfalls häufig
finden sich vegetativ-trophische Störungen, bevorzugt distal in Form einer Hyperhidrose. Bei
ausgeprägteren Formen ist zusätzlich eine oft subklinische Beteiligung von Hirnnerven
vorhanden.
Abb. 2  Unterschenkelatrophie bei CMT1 (www.cmtnews.com).
Die axonale/neuronale Form vom Typ CMT2 manifestiert sich meist erst im
Erwachsenenalter, so daß  aufgrund des schon abgeschlossenen Knochenwachstums
Fußdeformitäten eine weitaus geringere Rolle spielen. Die Erkrankung nimmt insgesamt
einen langsameren und benigneren Verlauf als die CMT1.
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Die hypertrophische Form vom Typ Dejerine-Sottas zeichnet sich durch einen frühen
Beginn in der Kindheit aus. Der Krankheitsverlauf ähnelt symptomatisch der CMT1A, jedoch
schreiten die Ausfälle rascher fort. So finden sich ebenfalls Fußdeformitäten wie Hohl- oder
Klumpfüße und distal akzentuierte progrediente Muskelatrophien. Oft ist die motorische
Entwicklung verzögert und ein normales Gangbild wird nicht erreicht. Die früh einsetzenden
Lähmungen führen dazu, daß die meisten Patienten im Erwachsenenalter auf den Rollstuhl
angewiesen sind. Komplizierend hinzu kommen Myoklonien, quälende Dysästhesien und
skoliotische Rumpfdeformitäten. Sehnenreflexe sind, wie auch bei der CMT1, nicht vohanden
oder deutlich abgeschwächt.
Bei der auch als eine Variante des Dejerine-Sottas-Syndroms beschriebenen kongenitalen
Hypomyelinisationsneuropathie (Schröder, Pathologie des Nervensystems, 1999) fällt meist
bei oder kurz nach der Geburt eine progrediente generalisierte Muskelschwäche auf. In
schwereren Fällen versterben die Patienten in den ersten Lebensmonaten, mildere Formen
gleichen in ihrem Verlauf der Dejerine-Sottas-Erkrankung.
Für die hereditäre Neuropathie mit Neigung zu Drucklähmungen sind keine Mutationen
im P0-Gen beschrieben worden, jedoch kann die klinisch-morphologische Abgrenzung zur
CMT1B Probleme bereiten, weshalb diese Form hier ebenfalls Erwähnung findet. Sie
manifestiert sich als eine akute schmerzlose Parese eines oder mehrerer exponierter Nerven
schon nach leichter mechanischer Beanspruchung, wobei überwiegend Ulnar-und
Peronaeusparesen beklagt werden. Oft kommt es zu einer kompletten Remission der
Lähmung, doch bei rezidivierenden Defekten desselben Nerven können dauerhafte sensible
und motorische Residuen bleiben. In der elektrophysiologischen Untersuchung weisen die
von einer Myelinopathie betroffenen Patienten mäßig bis hochgradig verringerte NLG`s auf,
abhängig von der Art der betroffenen Nervenfasern.
Dagegen haben primär axonale  Schädigungen meist zunächst keine oder nur eine geringe
Änderung der NLG zur Folge. Die kritische obere Grenze für die motorische NLG des Nervus
medianus liegt nach Harding und Thomas (1980) bei > 38 m/s. Entsprechend der Ausprägung
der Hypo- und Demyelinisationsvorgänge variieren die Nervenleitgeschwindigkeiten mit
Werten um 20 m/s bei der CMT1B (Kaku et al., 1993; Uncini et al., 1995) bis zu weniger als
10 m/s bei den schwereren Formen vom Typ Dejerine-Sottas und der kongenitalen
Hypomyelinisationsneuropathie. Besonders bei der aufgrund klinischer Kriterien schwierigen
Abgrenzung der CMT1 zur CMT2, die meist mit normaler bis minimal verringerter NLG
einhergeht, ist dies von diagnostischer Bedeutung.  Das charakteristische Elektromyogramm
zeigt eine neurogene Schädigung mit Ausfall motorischer Einheiten und, bei parallel
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verlaufenden Regenerationsvorgängen, eine Amplitudenzunahme (sogenannte
„Riesenpotentiale“) und Verbreiterung der motorischen Einheiten. Fibrillationen und positive
scharfe Wellen, die im Rahmen der Spontanaktivität zu verzeichnen sind, werden vor allem
bei schnell fortschreitendem Krankheitsprozeß sichtbar.
Bei der HNPP entspricht die Verminderung der NLG dem Ausmaß der akuten Schädigung,
was mit der einsetzenden Remyelinisation jedoch reversibel sein kann.
Im Elektromyogramm kann sich hierbei zusätzlich ein partieller bis kompletter Leitungsblock
zeigen.
2.3 Morphologie
Der periphere Nerv besteht aus marklosen und markhaltigen Axonen, die umgeben sind von
Schwannzellen und Markscheiden, dem endoneuralen Gefäßbindegewebe und den epi- und
perineuralen Hüllen (Abb. 3).
Bei morphologischer Betrachtung der Entwicklung des peripheren Nervensystems ist zu
beachten, daß Axone bereits in der ersten Lebensdekade maximalen Durchmesser erreichen,
wogegen die Enddicke der Myelinscheide erst während der Pubertät erreicht wird (Schröder
et al., 1988). Dies ist bei kindlichen Nervenbiopsien von Bedeutung, insbesondere bei der
Beurteilung hypomyelinisierender Neuropathien wie in der vorliegenden Studie.
Bei der CMT1B stehen eine Demyelinisierung mit ausgeprägten Zwiebelschalenformationen
(„onion bulbs“), die durch konzentrische Schwannzellproliferation um de- und remyelinisierte
Axone entstehen, sowie Remyelinisierungsvorgänge im Vordergrund. So wiesen in einer
Studie von Gabreels-Festen (1996) sieben Patienten Mutationen in Exon 2 und 3 des P0-Gens
auf, das histopathologisch die Ausbildung der Myelinscheide betrifft. In allen Fällen wurden
Zwiebelschalenformationen sowie bei einem Teil der Patienten zusätzlich eine fokale
Markschlingenbildung beschrieben; die übrigen Patienten wiesen elektronenmikroskopisch
nichtkompaktiertes Myelin auf.
Die hypertrophische Neuropathie vom Typ Dejerine-Sottas weist im Vergleich mit der
CMT1B entweder ebenfalls Zwiebelformationen in größerer Häufigkeit und mit mehr
Lamellen pro Zwiebelschalenformation (Ouvrier et al, 1987) oder aber eine infantile
Neuropathie mit Hypomyelinisation auf. Die Axone sind aufgrund der stärkeren
Demyelinisation regelmäßig geschrumpft, das Bindegewebe ist pseudohypertrophisch
vermehrt (Schröder, Pathologie des peripheren Nervensystems, 1999).
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Im Falle der kongenitalen Hypomyelinisationsneuropathie können bei normaler
Axonpopulation Markscheiden gänzlich fehlen. Auch atypische Zwiebelschalen-
Basalmembranen (Harati et al., 1985) sowie eine Mitbeteiligung der Hirnnerven und
Nervenwurzeln wurden beschrieben (Seitz et al. 1986).
Die HNPP ist im Gegensatz zu den oben beschriebenen HMSN-Formen histopathologisch
durch segmentale oder paranodale De- und Remyelinisationsvorgänge sowie durch multiple
Markschlingenbildungen und tomakulöse Markscheidenverdickungen charakterisiert, die bis
auf das Dreifache der normalen Markscheidendicke heranwachsen können (Madrid et al.,
1975).
Abb. 3  a Schematische Darstellung  der kompaktierten Myelinscheide und der an der Bildung des nicht-
kompaktierten Myelins beteiligten Strukturen einer myelinisierten Nervenfaser des peripheren
Nervenystems.
b Die Markscheiden des zentralen und des peripheren Nervensystems enthalten unterschiedliche
Proteine.
Im peripheren Nervensystem sind an der Bildung des kompaktierten Myelins P0, PMP22 und MBP
(myelin basic protein) beteiligt. Das nicht-kompaktierte Myelin enthält Cx32, MAG (myelin-associated
glycoprtoein) und E-Cadherin.
Im ZNS findet sich wie auch im PNS MBP. Weitere Proteine sind hier PLP (proteolipid protein), OSP
(oligodendrocycte-specific protein) und myelin-oligodendrocyte basic protein (Arroyo et al., 2000).
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2.4 Differentialdiagnosen
Die Diagnose der HMSN läßt sich in vielen Fällen durch eine Kombination aus
morphometrischer Untersuchung, Bestimmung der NLG, elektrophysiologischen Studien und
neuerdings auch durch die molekulargenetische Untersuchung stellen. Trotzdem gelingt die
ätiologische Zuordnung nur zu 80 bis 90 %.
Irritationsmöglichkeiten bestehen vor allem bei der Diagnose der axonalen Form vom Typ
CMT2. Differentialdiagnostisch kommen hier eine Reihe von Erkrankungen in Betracht,
besonders da die Nervenleitgeschwindigkeit und die Spontanaktivität im EMG häufig erhalten
bleiben und die Erkrankung meist erst in höherem Lebensalter manifest wird. Wenn
Anhaltspunkte für ein familiäres Vorkommen nicht gegeben sind, ist nicht nur nach toxischen
Neuropathien, sondern auch nach metabolischen Erkrankungen zu suchen.
Eine aufgrund ihrer möglichen Konsequenzen besonders wichtige Differentialdiagnose sind
die paraneoplastischen Polyneuropathien, bei denen die Suche nach einer zugrundeliegenden
Tumorerkrankung, und die funikuläre Myelose, bei der eine Vitamin-B12-Substitution
erfolgen sollte. Beide Krankheitsbilder können mit Sensibilitätsstörungen, Parästhesien und
Lähmungen einhergehen (http://www.neuro.wustl.edu), was eine klinische Abgrenzung zum
Formenkreis der HMSN erschwert.
Von den hypertrophischen Polyneuropathien müssen differentialdiagnostisch vor allem die
Refsumsche Erkrankung, eine Lipidstoffwechselstörung mit Polyneuropathie und zerebellären
Symptomen (auch als HMSN IV klassifiziert), und die zumeist distal betonte diabetische
Polyneuropathie abgegrenzt werden. Die Fußdeformitäten jugendlicher HMSN-Patienten
lassen an die Friedreich`sche Erkrankung denken, bei der in typischen Fällen ein distal
betontes Polyneuropathie-Syndrom mit Hohlfußbildung vorkommt, das eine CMT imitieren
kann.
Auch immunologische Störungen sollten als Ursache für eine periphere Neurpathie in
Erwägung gezogen werden. So profitieren Patienten mit einer „Chronisch Inflammatorischen
Demyelinisierenden Neuropathie“ (CIDP) von einer immunsuppressiven Therapie (Gabreels-
Festen et al., 1993), die bei anderen hereditären Formen peripherer Neuropathien nicht
indiziert ist.
Besonders problematisch kann die Abgrenzung der verschiedenen HMSN-Formen
untereinander sein: Ausschließlich nach histologischen Gesichtspunkten ist nicht immer eine
sichere Diagnose zu stellen, da Morphologie und Klinik häufig nicht eindeutig sind.
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Besonders die betroffenen Familien dürften ein Interesse an der genauen Diagnosestellung
haben, da sich die verschiedenen HMSN-Subtypen bezüglich Prognose und
Vererbungsmodus deutlich voneinander unterscheiden. Während bei der CMT1 die
Lebenserwartung nicht wesentlich eingeschränkt ist, versterben Patienten, die an einer
kongenitalen Hypomyelinisationsneuropathie oder an einem Dejerine-Sottas-Syndrom leiden,
häufig noch im Kindes- oder Jugendalter an den Folgen ihrer Erkrankung. In einigen Fällen
wird eine definitive Diagnose nur unter Miteinbeziehung molekulargenetischer Ergebnisse zu
stellen sein. Die genetische Untersuchung stellt damit eine unverzichtbare Ergänzung zur
klinisch-morphologischen Diagnostik dar.
2.5 Therapie und Prognose
Bei den verschiedenen Erkrankungen aus dem Formenkreis der HMSN handelt es sich um
progrediente Leiden. Daher müssen die sich entwickelnden Deformitäten des
Bewegungsapparates engmaschig beobachtet werden. Eine kausale Therapie ist bislang nicht
bekannt; neben konservativen kommen auch operative Verfahren zur Anwendung. In etwa
10% der Fälle ist eine operative Behandlung indiziert. Als gängige Techniken zur
Stabilisierung progredienter Fußdeformitäten sind die Triple-Arthrodese, die operative
Verlängerung der Achillessehne und die Plantarfasziotomie zu nennen. Auch eine schwere
Skoliose kann eine operative Korrektur erforderlich machen. Treten Crampi und chronische
Schmerzen auf, können zentral entkrampfend wirkende Medikamente wie Carbamazepin,
Phenytoin und Diphenhydramin verordnet werden, wogegen Wirkstoffe wie etwa Lithium
wegen ihrer Neurotoxizität kontraindiziert sind (http://www.cmtint.org).
Ein unverzichtbarer Bestandteil in der Therapie der HMSN ist die kontinuierliche
Physiotherapie, die neben der Kräftigung der Muskulatur auch die Vermeidung von
Kontrakturen zum Ziel hat.
Bei der HNPP sollten die Patienten potentielle mechanische Auslöser von Druckparesen
vermeiden. Auch können bei prolongiertem Leitungsblock duch Nervenverlagerung oder
Neurolyse operativ Verbesserungen erzielt werden.
Je nach Ausprägung der Erkrankung sind viele Patienten durchaus in der Lage, ein
eigenständiges Leben zu führen und einen Beruf zu erlernen. In schwerwiegenderen Fällen
wie der HMSN vom Typ Dejerine-Sottas und der kongenitalen Hypomyelinisations-
neuropathie ist neben den bereits erwähnten Maßnahmen die psychologische  Begleitung
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durch den Arzt von besonderer Wichtigkeit. Die Patienten, die aufgrund ihrer
Körperbehinderung schwerst pflegebedürftig sein können oder in seltenen Fällen sogar im
Kindesalter versterben, stellen eine große Aufgabe für ihre Angehörigen dar.
Für die betreffenden Familien kann es eventuell hilfreich sein, im Rahmen eines Eltern- oder
Betroffenenverbandes Kontakt mit anderen Erkrankten aufzunehmen.
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3  Patientenkollektiv
Im Rahmen dieser Studie wurden alle im Institut für Neuropathologie (Direktor: Univ.-Prof.
Dr. med. J. M. Schröder) verfügbaren Proben untersucht, die seit 1988 als kongenitale
Hypomyelinisation klassifiziert wurden. Hierbei handelt es sich um dreizehn Patienten
(Proben #1-13), bei denen aufgrund klinischer, elektrophysiologischer und morphologischer
Ergebnisse die Diagnose der CH gestellt worden war. In einem Fall war
differentialdiagnostisch eine CIDP erwogen worden (Probe #13), in einem weiteren Fall eine
mitochondriale Myopathie (#11). Sofern genügend Biopsiematerial vorhanden war, wurden
die Proben zudem auf PMP22-Punktmutationen untersucht (C. Fuchs, persönliche
Mitteilung).
In zehn Fällen (Proben #17, 18, 24, 25, 27, 30, 31, 32, 33, 34) erschien die Diagnose einer
CMT1 am wahrscheinlichsten, in sieben Fällen war eine CMT2  (Proben #15, 16, 19, 21, 23,
26, 28) erwogen worden. In vier Fällen (Proben #14, 20, 22, 29) kam eine HNPP als mögliche
Hauptdiagnose in Frage. Bei diesen Patienten konnte bereits im Vorfeld eine PMP22-
Duplikation oder Deletion ausgeschlossen werden, ebenso eine PMP22-Punktmutation.
Zudem wurden neun Patienten (Proben #35-43) ausgewählt, bei denen die im Vorfeld
durchgeführten Untersuchungen auf eine Dejerine-Sottas-Erkrankung hindeuteten.
Eine ausführlichere Darstellung der ausgewählten Proben nach klinischen und
morphologischen Kriterien findet sich im Anhang 2.
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4  Untersuchungsgut
Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden 43 Patienten, bei denen aufgrund klinischer und
morphologischer Untersuchungsergebnisse die Diagnose einer CMT1, einer CMT2, eines
Dejerine-Sottas-Syndroms, einer CH oder einer HNPP gestellt worden war, auf eine
Punktmutation im P0-Gen untersucht.
In 28 Fällen wurden als Ausgangsmaterial Paraffin- oder Glutaraldehyd-eingebettete
Suralnervenbiopsien benutzt. Waren zusätzlich Muskelbiopsien verfügbar, so wurden im
Sinne einer Kontrolle auch diese untersucht. In 12 Fällen lagen Suralnerven- und
Muskelbiopsien als Frischmaterial vor; bei 3 Patienten war Blut zur Untersuchung verfügbar.
Die fixierten Präparate waren sowohl in 4 %iger Fomaldehydlösung als auch in gepufferter
3,9 %iger Glutaraldehydlösung (Muskeln 6 %ig) zur morphologischen Untersuchung
eingesandt worden. Zur lichtmikroskopischen Beurteilung wurden die formalinfixierten
Proben in Paraffin eingebettet und die Schnitte mit HE gefärbt. Die mit Glutaraldehyd
fixierten Biopsien wurden in der Regel in mit 0,1M Phosphatpuffer versetztem 2 %igem
Osmiumtetroxid (nach SORENSEN) nachfixiert, um danach in einer aufsteigenden
Ethanolreihe entwässert und in Epoxydharz eingebettet zu werden.
Von letzteren wurden ca. 1 µm dicke Semidünnschnitte gefertigt, die mit Paraphenylendiamin
und Toluidinblau angefärbt wurden. Frischmaterial wurde für enzym- und
immunhistochemische Untersuchungen tiefgefroren. Die Blutproben wurden als EDTA-Blut
eingesandt und bei –20°C gelagert.
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5  Methoden
5.1 Isolierung von DNA
5.1.1 DNA-Extraktion aus Paraffin-eingebetteten Formalin- oder Glutaraldehyd-fixierten
Nerven- und Muskelbiopsien
Von den Paraffinblöcken wurden - je nach Menge des vorhandenen Gewebes - 10 bis 20 etwa
10 µm dicke Gewebsschnitte angefertigt und dann entsprechend dem QIAamp DNA Mini Kit
Protokoll (QIAGEN, Hilden, Deutschland) behandelt:
Um das vorliegende Gewebe vom Paraffin zu befreien, wurde es zunächst mit 1200 µl Xylol
versetzt, welches anschließend durch zweimaliges Waschen mit absolutem Ethanol entfernt
wurde. Die Probe wurde bei 37° C inkubiert, um eine Evaporation des Ethanols zu erreichen,
und dann mit 180 µl ATL-Puffer versetzt. Der Lyseprozeß wurde durch Zugabe von 20 bis 30
µl Proteinase K, einer Endopeptidase zur Eliminierung störender Proteine, eingeleitet, und die
Probe über Nacht bei 56° C in einem Wasserbad inkubiert („Belly Dancer“, Stovall Life
Sciences Inc.). Zunächst wurden 200 µl AL Puffer und, nach 10-minütiger Inkubation bei 70°
C,  die gleiche Menge absolutes Ethanol hinzugefügt. Die so entstandene Lösung wurde auf
eine QIAamp spin column aufgetragen und bei 8000 rpm 3 Minuten lang zentrifugiert, gefolgt
von einer zweimaligen Zentrifugation mit Waschpuffer zur Entfernung des restlichen
Ethanols. Zuletzt erfolgte die zweimalige Zugabe von 30 µl 55° C warmen Wassers
(Lichrosolv, Merck) auf die Säule und eine abschließende Zentrifugation. Dabei wurde die
gebundene DNA gelöst und aus der Säule eluiert. Abschließend erfolgte die photometrische
Bestimmung der so eluierten DNA-Konzentration. Die Proben wurden bei 4° C gelagert. Bei
Verwendung  von frischem Muskel oder Nerven als Ausgangsmaterial wurden die
Gewebsstücke nach Zerkleinerung ebenfalls mit 180 µl ATL-Puffer versehen und wie das
entparaffinierte Gewebe behandelt.
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5.1.2 DNA-Extraktion aus Leukozyten
Die DNA-Extraktion aus Leukozyten erfolgte aus frischem oder gefrorenem Vollblut nach
dem QIAamp-Blood-Kit Protokoll. 200 µl EDTA-Blut wurden mit 200 µl PBS-Puffer
versetzt und dann 25 µl Proteinase K und 200 µl ATL-Puffer hinzugefügt.
Es folgte eine 10-minütige Inkubation bei 70°C, bevor 210 µl absolutes Ethanol zum Ansatz
hinzugeben wurden. Das Lysat wurde auf eine QIAamp Spinsäule aufgetragen und 1 Minute
zentrifugiert. Zum Waschen erfolgte die Zugabe von 500 µl AW-Puffer und eine 3-minütige
Zentrifugation. Die Elution der DNA wurde unter Zugabe von 200 µl 70° C heißem AE-
Puffer bei 1-minütiger Zentrifugation durchgeführt. Das erhaltene Eluat konnte anschließend
direkt für Analysen, in diesem Fall für die Polymerase-Kettenreaktion, eingesetzt werden.
5.2 Molekulargenetische Methoden
5.2.1 Der ABI Prism 310 Genetic Analyzer
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die qualitative Analyse von DNA-Fragmenten
nach Durchführung der Polymerase-Kettenreaktion, die Auswertung der EMD-CE sowie die
Sequenzanalyse des P0-Gens mit dem ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer
Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) durchgeführt. Die Analyse erfolgt in diesem
Gerät mittels Kapillarelektrophorese. Das Prinzip der Elektrophorese beruht auf der Trennung
der zu untersuchenden Proben nach elektrophoretischer Mobilität, die durch das Verhältnis
von Ladung zu Masse der einzelnen Moleküle festgelegt ist. Da aber DNA unabhängig von
der Länge ein gleiches Masse-zu-Ladungsverhältnis hat, müssen die DNA-Fragmente in der
Kapillarelektorphorese in einem Polymer aufgetrennt werden.
Die Detektion der DNA-Fragmente erfolgt über ein Detektionsmodul. Hier werden die
fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente mit einem 40mW multiline-Argon-Ionen-Laser
angeregt. Aufgrund der Tatsache, daß unterschiedliche Fluorophore bei unterschiedlichen
Wellenlängen emittieren, kann dieses Licht mit Hilfe einer CCD-Kamera entsprechend seiner
spektralen Zusammensetzung untersucht werden. Die digitalisierten Daten werden als
„Rohwerte“ an einen Computer (Macintosh) übertragen und in Daten über die Länge der
DNA-Fragmente beziehungsweise in die entsprechende DNA-Sequenz transferiert und
danach visualisiert.
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5.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction) ist eine 1984 von Kary
Mullis entwickelte Methode zur in-vitro-Amplifizierung von Nukleinsäure-Fragmenten.
Saiki und Kollegen modifizierten und vereinfachten diese Methode durch Einsatz
thermostabiler sogenannter Taq-Polymerasen (Saiki et al., 1988).
Ein Reaktionszyklus besteht dabei aus:
• Denaturierung
• Binden der Oligonucleotide
• Extension zu neuen Doppelsträngen.
Die eingesetzte humane doppelsträngige DNA denaturiert bei 95° C in Einzelstränge.
Die im PCR-Ansatz enthaltenen Oligonukleotid-Primer mit einer Sequenz von circa 20 - 25
Basen lagern sich an die Zielsequenz des komplementären DNA-Stranges – in der
vorliegenden Arbeit Exone des P0-Gens - an. Dabei ist darauf zu achten, daß die verwendeten
Primer spezifisch für die komplementäre Sequenz der Ziel-DNA-Abschnitte sind, damit
unspezifische Amplifikationen unterdrückt werden können. Synthetisiert wird die von den
Primern flankierte Zielsequenz in Richtung des 3`-Endes eines Einzelstranges durch
Inkubation mit einer hitzestabilen DNA-Polymerase und vier
Desoxyribonukleotidphosphaten. Nach Denaturierung der neu entstandenen DNA-
Doppelstränge dienen diese wiederum als Ausgangsprodukt für die weitere exponentielle
Vermehrung der Zielsequenz. Nach 30 Zyklen wird eine Zahl von etwa 109 Kopien der
Zielsequenz erreicht.
In der vorliegenden Studie erfolgte die Amplifikation der 6 Exone des P0-Gens jeweils
einzeln unter optimierten Bedingungen im GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems). Dazu wurden 60 ng der extrahierten Template-DNA mit 2,5 µl 10x Puffer
(QIAGEN), 2,5 µl dATP, dGTP, dCTP und dTTP, jeweils à 2,5 mmol/µl (TaKaRa, Shutso
Co., Otsu, Shiga, Japan), je 2,5 µl Primer (synthetisiert von MWG-Biotech, Köln,
Deutschland) à 5 pmol/µl, 0,3 µl HotStarTaq (QIAGEN) à 5 units/µl  und steril filtriertes
Lichrosolv-Wasser (Merck) ad 25 µl Gesamtvolumen zusammengefügt. Da HotStarTaq-
Polymerase verwendet wurde, war eine initiale achtminütige Aktivierung des Enzyms bei 95°
C erforderlich. Die Denaturierung fand einminütig bei 95° C statt, gefolgt von einer Phase bei
58°C, die dem Binden der Primer diente und die ebenfalls eine Minute dauerte. Die
Extensionsphase schloß den Zyklus bei 72° C (1 Minute) ab.
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Insgesamt wurden 40 Zyklen gefahren, die nach dem letzten Mal von einer zehnminütigen
Extensionsphase abgeschlossen wurden, um unvollständig synthetisierte Fragmente zu
vervollständigen.
Den Primerpaaren lagen folgende Nukleotidsequenzen zugrunde:
P0 Exon1-M49: 5‘- CTCCCAAGACTCCCAGAGTA –3‘
P0 Exon1-P40: 5‘- CCCGTTCAGTTCCTGGT –3‘
P0 Exon2-M6: 5‘- CTCCTTAGCCCAAGTTATCT -3‘
P0 Exon2-P21: 5‘- CTTCCTCTGTATCCCTTACTG –3‘
P0 Exon3-M21: 5‘- GCCTGAATAAAGGTCCTTAGGC –3‘
P0 Exon3-P4: 5‘- TCATTAGGGTCCTCTCACATGC –3‘
P0 Exon4-M4: 5‘- CCCACCCACTGGAGTAGTCTCCG –3‘
P0 Exon4-P9: 5‘- GGAGTCCTACATCCTCAATGCAG –3‘
P0 Exon5-M5: 5‘- CACATCAGTCACCGAGCGACT –3‘
P0 Exon5-P6: 5‘- GAAGAGGAAGCTGTGTCCGC –3‘
P0 Exon6-M46: 5‘- TAGCTCCATCTCGATGACCA –3‘
P0 Exon6-P41: 5‘- AGTCGCTCGGTGACTGAT –3‘
Jeder PCR-Ansatz enthielt zusätzlich eine mit Wasser anstatt mit DNA versehene
Negativkontrolle, um mögliche Kontaminationen auszuschließen. Um Verunreinigungen zu
minimieren, wurden die PCR-Produkte mit QIAquick PCR Purification Kit unter Zugabe
verschiedener Puffer nach Angaben des Herstellers über ein Säulensystem gereinigt.
Abschließend erfolgte die Elution mit Wasser oder Tris-Puffer. Das Eluat wurde über einen
längeren Zeitraum bei etwa 4° C aufbewahrt. Die qualitative und grob quantitative Kontrolle
der PCR-Fragmente erfolgte auf dem ABI Prism 310 Genetic Analyzer.  0,5 µl PCR-Produkt
wurden mit 19 µl Wasser und 0,5 µl GeneScan 500Tamra Size Standard für die Analyse auf
dem ABI zusammenpipettiert, wodurch ein Größenvergleich der DNA-Fragmente ermöglicht
wird. Die Proben wurden automatisch in der polymergefüllten Glaskapillare bei 15 kV und
60° C bei einer Laufzeit von 24 Minuten aufgetrennt.
22
Da in der PCR ein mit 5-Carboxy-Fluorescein (FAM) markierter Primer und ein mit HEX
(hexachloriertes Analogon von 6-Carboxyfluorescein) gelabelter Primer verwendet wurden,
konnten die zur Fluoreszenz angeregten Fragmente detektiert und, nach Umrechnung der
Rohdaten, entsprechend der Länge der Fragmente in einem Elektropherogramm dargestellt
werden (Abbildung 4).
Abb. 4 Beispiel einer auf dem ABI analysierten Polymerase-Kettenreaktion für Exon 2. Die Länge des PCR-
Fragmentes beträgt 309 Basenpaare.
Anhand der Intensität ihrer Fluoreszenz konnte außerdem abgeschätzt werden, in welcher
Konzentration das jeweilige PCR-Produkt entstanden war, um die richtige Menge in die
Sequenzierungsreaktion einsetzen zu können.
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1 cactttctca accccacaga tgctccgggc ccctgcccct gccccagcta tggctcctgg
61 ggctccctca tccagcccca gccctatcct ggctgtgctg ctcttctctt ctttggtgct
121 gtccccggcc caggccatcg tggtttacac cgacagggag gtccatggtg ctgtgggctc
181 ccgggtgacc ctgcactgct ccttctggtc cagtgagtgg gtctcagatg acatctcctt
241 cacctggcgc taccagcccg aagggggcag agatgccatt tcgatcttcc actatgccaa
301 gggacaaccc tacattgacg aggtggggac cttcaaagag cgcatccagt gggtagggga
361 ccctcgctgg aaggatggct ccattgtcat acacaaccta gactacagtg acaatggcac
421 gttcacttgt gacgtcaaaa accctccaga catagtgggc aagacctctc aggtcacgct
481 gtatgtcttt gaaaaagtgc caactaggta cggggtcgtt ctgggagctg tgatcggggg
541 tgtcctcggg gtggtgctgt tgctgctgct gcttttctac gtggttcggt actgctggct
601 acgcaggcag gcggccctgc agaggaggct cagtgctatg gagaagggga aattgcacaa
661 gccaggaaag gacgcgtcga agcgcgggcg gcagacgcca gtgctgtatg caatgctgga
721 ccacagcaga agcaccaaag ctgtcagtga gaagaaggcc aaggggctgg gggagtctcg
781 caaggataag aaatagcggt tagcgggccg ggcgggggat cgggggttag gggtggagtc
841 cgccaaaggc ccaaaggtga tggtcatcga gatggagcta cgaaaggatg agcagagccc
901 ggagctccgg cctgctgtca agtcccccag cagaaccagc ctcaaaaacg ccctcaagaa
961 catgatgggc ctgaactcgg acaagtgatc gccacccccc caccccaggc cctgccagag
1021 cagggggacc taggctcctc ttacccccgt ctaggtgctt tccctctttg ctcccccgcc
1081 ctgccctgcc ctcacctccc tttgagatgt aagtttcatt ccagaattca ttccccagct
1141 ccatactctg tccccccagc taatacccag agcacccaga tcagactctc cttcagggtt
1201 tatttaggtt attatttttt attttttaat ccattctttg tttgtttacc tgtgctcatc
1261 ctctgccctt acacccatga ctgaggacca atgacgtcat gtggcttttg caattcacgc
1321 cccccttaag tccttaatga agagccagcc caagtagagg ggcccctgat cctcacactt
1381 cagtatagca ttggttcccc ctgaccactt tggagcactg ttctgggact ccaggtcttg
1441 aggagagaga cagagagaga gaatggatcc tcataggtca gggagtgggg gagggggcaa
1501 atgagcctta agaaatggtt tttaaacaac caaacaaaaa gcaggaaaaa caaatgggaa
1561 atgggggggc gggggggagg aagaggctgc actgcagcca caggggattc ttaggatttt
1621 tctacattct gtatatttct tctcaaacct ccaaatgtcc ttaaatgttt aataaacact
1681 gacatttcca g
Abb. 5   mRNA-Sequenz des P0-Gens (http://www.gdb.org). Eine ausführliche Darstellung der Gensequenz
 sowie der codierten Aminosäuren findet sich in Anhang 1.
5.2.3 Enzymatic Mutation Detection Capillary Electophoresis (EMD-CE) zum Nachweis
von Punktmutationen
Um die hergestellten PCR-Produkte auf Punktmutationen zu untersuchen, wurde der
PASSPORT Mutation Scanning Kit (Amersham Pharmacia Biotech Inc) eingesetzt.
Diese Methode beruht auf der Inkubation des gelabelten PCR-Produktes mit einer T4
Endonuclease, einem Enzym, welches im Falle eines ungepaarten Nukleotids sowie bei
Veränderungen der DNA-Sekundärstruktur schneidet. Die Sensitivität für diese Methode
wurde mit 100 %, die Spezifität mit 94,3 % beschrieben (Del Tito et al, 1998), was in
mehreren Studien untersucht und weitgehend bestätigt wurde (Golz et al, 1998; Babon et al,
1999; Fuery et al, 2000).
10 µl des PCR-Produktes wurden mit 3 µl „Probe Dilution Buffer“ und 2 µl „Hybridisation
Buffer“ vermischt und bei 95° C 5 Minuten lang denaturiert. Zur denaturierten, abgekühlten
Probe wurden aus dem PASSPORT-Kit 2 µl T4 Endonuclease VII und 3 µl Enzyme Dilution
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Buffer hinzugegeben und die Probe 30 Minuten bei 37° C inkubiert. Um die Probe auf dem
ABI Prism 310 Genetic Analyzer analysieren zu können, wurde die Probe unter Zugabe von
80 µl Wasser, 10 µl Natriumacetat (pH 4,6) und 250 µl 100 %igem Ethanol gefällt. Nach 30-
minütiger Zentrifugation und Entfernen des Ethanols erfolgte ein Waschschritt mit 250 µl
70  %igem Ethanol und eine erneute Zentrifugation über 5 Minuten.
Nach Entfernen des Überstandes und Trocknen der Probe wurde das Pellet in einem Gemisch
aus 12 µl Formamid und 0,5 µl Tamra Size Standard 500 gelöst und mit dem ABI Prism 310
Genetic Analyzer analysiert. Es liefen jeweils das entsprechende ungeschnittene PCR-Produkt
als Negativkontrolle und eine in derselben PASSPORT-Reaktion prozessierte Probe mit
einem bekannten Polymorphismus als Positivkontrolle mit.
Schneidet die T4-Endonuclease im Falle einer Punktmutation, so entstehen im
Elektropherogramm neue, der Länge der Schnittprodukte entsprechende Peaks, die in der
Negativkontrolle nicht vorhanden sind (Abbildung 6).
Abb. 6 EMD-CE eines PCR-Produktes (Beispiel). Aufgrund einer Punktmutation wird das 240bp-Fragment
geschnitten, so daß ein zusätzliches 153bp-Fragment (Pfeil) entsteht.
5.2.4 DNA-Sequenzanalyse
Das Prinzip der DNA-Sequenzanalyse beruht auf der Neusynthese des zu einer Matrizen-
DNA komplementären Stranges durch eine DNA-Polymerase.
Bei der 1977 von Sanger eingeführten Basenterminationsmethode werden zu den üblichen
Desoxy-Nukleotiden in vier Reaktionsansätzen je ein speziell markiertes Didesoxy-(dd)-
Derivat eines der Nukleotide hinzugefügt, welches zwar in den neusynthetisierten Strang
eingefügt wird, jedoch zum Abbruch der weiteren Synthese führt, da aufgrund einer fehlenden
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Hydroxylgruppe die Veresterung weiterer Nukleotide nicht möglich ist. So entstehen
Fragmente unterschiedlicher Länge, die anschließend elektrophoretisch nach ihrer Größe
getrennt werden.
Bei der automatisierten DNA-Sequenzanalyse auf dem ABI Prism 310 Genetic Analyzer
können, anders als bei der ursprünglichen Methode, alle vier fluoreszenzmarkierten
Didesoxy-Nukleotide in einen Reaktionsansatz gegeben werden. Die Auftrennung der
entstandenen Fragmente erfolgt kapillarelektrophoretisch. Wie bereits in 5.2.1 beschrieben,
wird die Emission der fluoreszenzmarkierten Nukleotide von der CCD-Kamera
aufgenommen. Nachfolgend werden die Rohdaten mit der ABI Prism DNA Sequencing
Software prozessiert.
Die Sequenz des analysierten DNA-Stranges wird sowohl als Buchstabensequenz als auch
graphisch durch verschiedene Peakfarben auf dem Computer dargestellt (Abbildung 7).
Abb. 7  Beispiel einer Sequenzierung auf dem ABI
Zur Sequenzierung wurden, je nach Konzentration, 1 bis 4 µl des zu sequenzierenden PCR-
Produktes eingesetzt. Um die Synthese neuer Stränge zu ermöglichen, wurden außerdem 2,5
pmol eines ungelabelten, für das zu untersuchende Exon spezifischen Primers (MWG-
Biotech) sowie 4 µl BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin
Elmer) verwendet. Hierbei handelt es sich um ein fertige Mischung aus AmpliTaq DNA
Polymerase, fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden, Puffer, Magnesiumchlorid, rTth-
Pyrophosphatase und unmarkierten Desoxynukleotiden. Das Reaktionsgemisch wurde mit
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Wasser ad 10 µl aufgefüllt und im GeneAmp PCR System 9700 einer „Cycle Sequencing“-
Reaktion unterzogen.
Um bei einem Nicht-Gelingen der Reaktion Hinweise auf mögliche Fehlerquellen zu erhalten,
wurde bei jeder Sequenzierung zusätzlich ein Plasmid mit bekannter Sequenz separat
mitsequenziert. Nach einmaliger einminütiger Denaturierung wurden die Proben zu Anfang
jedes Amplifikationszyklus  bei 96° C 10 Sekunden lang denaturiert, bei 58° C  5 Sekunden
einem Primer-Annealing unterzogen und der Zyklus mit einer 4-minütigen Extensionsphase
bei 60° C abgeschlossen. Nach insgesamt 25 Zyklen wurde die Sequenzierung mit einer
einmaligen 7-minütigen Extensionsphase bei 60° C beendet. Anschließend erfolgte die
Aufreinigung der Proben nach dem Centri-Sep-Protokoll der Firma Princeton Separations
Inc., wobei übrige, markierte Didesoxynukleotide über ein Gel-Säulensystem per
Zentrifugation entfernt wurden.
Zur Sequenzanalyse auf dem ABI Prism Genetic Analyzer wurden 4 µl des Eluates, verdünnt
mit 16 µl Wasser, eingesetzt. Die Sequenzanalyse erfolgte bei 15 kV und 50° C mit einer
Elektrophoresedauer von 36 Minuten pro Probe.
5.2.5 Restriktionsenzym-Analyse
Die bei der Sequenzanalyse entdeckte Mutation in Probe #11 wurde mit Hilfe eines
Restriktionsenzymverdaus bestätigt. Dabei wurden bei Verdau mit dem Enzym BstNI 1 µl des
jeweiligen PCR-Produktes mit 5 U des betreffenden Restriktionsenzyms, 0,2 µl BSA und 2 µl
des zugehörigen Puffers zusammengefügt. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 37° C.
Elektrophoretisch aufgetrennt wurden die Proben auf dem ABI Prism 310 Genetic Analyzer,
die Auswertung erfolgte unter den Bedingungen der zuvor beschriebenen PASSPORT-
Reaktion im GeneScan-Programm.
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6  Resultate
Im Rahmen der vorliegenden Studie gelang es mit Hilfe molekulargenetischer Methoden, vier
Patienten mit einer jeweils unterschiedlichen Mutation im P0-Gen zu identifizieren. Die
betreffenden Patienten waren Teil eines 43 Personen umfassenden Kolletivs, bei dessen
Zusammenstellung verschiedene Krankheitsbilder aus dem Formenkreis der HMSN
berücksichtigt wurden. In allen vier Fällen handelte es sich um heterozygote
Punktmutationen, die sich in keiner der übrigen Proben fanden.
Während es sich in zwei Fällen um „silent mutations“ handelt (Patienten 14 und 36), haben
die beiden anderen Mutationen pathogenen Charakter (Patienten 11 und 16).
Patient 11
Der zum Zeitpunkt der Nerven-Muskelbiopsie 13 Monate alte Patient fiel klinisch durch eine
nicht altersgemäße Bewegungsentwicklung auf. Er war nicht in der Lage zu sitzen, war
hypoton und apathisch. Weitere Symptome, die zunächst zur Verdachtsdiagnose einer
mitochondrialen Myopathie führten, waren Dystrophie, Minderwuchs, Mikrozephalus und
erhöhte Laktatwerte im Blut. Die Messung der Nervenleitgeschwindigkeit und die
Elektromyographie wiesen keinen pathologischen Befund auf. Erst im Alter von drei Jahren
lernte der Patient laufen, die kognitive Entwicklung verlief unauffällig.
Therapeutisch erfolgte eine Carnitinsubstitution und eine krankengymnastische Behandlung.
Aus der Familienanamnese ist zu erwähnen, daß die Mutter sowie der ältere Bruder eine späte
und bewegungsarme Entwicklung durchmachten, eine genauere Abklärung fand jedoch nicht
statt.
Mikroskopisch bestätigte sich das Bild einer mitochondrialen Myopathie, wobei sich neben
zahlreichen „ragged red fibers“ und elektronenmikroskopisch veränderten Mitochondrien eine
vermehrte Lipidspeicherung fand. Außerdem ergab sich ein Carnitinmangel mit
Gesamtcarnitin im Muskel um 50 % der Norm. Im Nerven waren in Semidünnschnitten und
elektronenmikroskopisch beim Vergleich mit einem gleichaltrigen Kontrollnerven
hypomyelinisierte Fasern nachweisbar, während demyelinisierte Axone oder
Zwiebelschalenformationen nicht vorhanden waren  (Abb. 8).
Aufgrund der Hypomyelinisation wurde eine kongenitale Hypomyelinisationsneuropathie
diagnostiziert. Eine weitere Differenzierung war jedoch nicht möglich. Aus diesem Grund
wurde die Probe in die vorliegende Studie einbezogen.
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PatientControl
Abb. 8   zeigt die Biopsie des Nervus suralis von Patient 11. Im Vergleich mit der Biopsie eines gesunden
 Nerven wird die erhöhte Anzahl an hypomyelinisierten Fasern bei Vorhandensein nur noch einzelner
 großer, normal myelinisierter Fasern deutlich.
Bei der Sequenzanalyse der aus der Nervenbiopsie isolierten DNA wurde eine Gly206stop-
Mutation detektiert. Die Punktmutation, die zur Umwandlung eines für Glycin kodierenden
GGA-Tripletts in ein Stop-Codon (TGA) führt, ist in Exon 5 lokalisiert, wodurch die
intrazelluläre Domäne des P0-Proteins betroffen ist.
Abb. 9     Die DNA-Sequenzanalyse der DNA bei Patient 11 identifiziert den vorliegenden Basenaustausch
  (Gly206stop).
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Im Restriktionsverdau mit dem Enzym BstNI konnten die Ergebnisse der Sequenzierung
bestätigt werden. BstNI schneidet Exon 5 (246 bp) beim Wildtyp in ein 101, 74 und 71 bp-
Fragment, im Falle der beschriebenen Mutation resultiert ein Verlust der Schnittstelle
zwischen dem 101 und 74 bp-Fragment, wobei ein 175 bp-Fragment entsteht.
Digestion with BstNI
71bp 74bp
175 bp71bp
wild-type
mutant
101 bp
175 bp
heterozygous
101 bp
Abb.10  Restriktionsenzymverdau des PCR-Produktes von Fall #11 mit der Endonuclease BstNI.
 Zusätzlich zu dem beim Wildtyp vorhandenen 101, 74 und 71-bp Fragment entsteht ein 175 bp-
 Fragment, da das Enzym im Falle der Mutation nicht schneiden kann.
Aufgrund dieser Ergebnisse kann angenommen werden, daß es sich um eine in der Literatur
noch nicht beschriebene Kombination einer mitochondrialen Myopathie mit einer
Neuropathie aus dem Formenkreis der HMSN handelt.
Auf eine weitere genetische Untersuchung der Familie des Patienten wurde auf Wunsch der
Eltern verzichtet, da der Patient im Alter von 8 Jahren an zunehmender Herz- und
Ateminsuffizienz als Folge seiner Erkrankung verstorben war.
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Patientin 16
Bei dieser 65-jährigen Patientin bestand bereits seit sieben Jahren eine zunehmende
Gangunsicherheit im Sinne einer ausgeprägten sensiblen Ataxie, so daß Gehen oder Stehen
ohne Sichtkontrolle fast nicht möglich waren. Die Nervenleitgeschwindigkeit im Bereich der
unteren Extremität lag im Normbereich.
Mikroskopisch zeigte sich das Bild einer ausgeprägten chronischen Neuropathie vom
überwiegend axonalen Typ (Abb. 11). Die Zahl der großen markhaltigen Nervenfasern war
im Endoneurium um 50-60 % reduziert. Neben De- und Remyelinisationsvorgängen bestand
eine überwiegende Regenerationstendenz mit reichlich Gruppen regenerierter Nervenfasern;
darüber hinaus wurden perivaskuläre Ansammlungen mononukleärer Zellelemente
beobachtet, was differentialdiagnostisch die Frage nach einem abgelaufenen Guillain-Barré-
Syndrom impliziert.
Control Patient
Abb. 11   Die Biopsie des Nervus suralis im Falle von Patientin 16 weist eine Neuropathie vom axonalen Typ
  auf. Die Zahl der großen markhaltigen Nervenfasern ist im Vergleich mit einer gleichaltrigen
  gesunden Person um 50-60% reduziert.
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Vor der Untersuchung auf P0-Mutationen konnten PMP22-Deletionen und -Duplikationen
sowie PMP22-Punktmutationen ausgeschlossen werden (Senderek et al., 2000).
Bei der Sequenzanalyse der aus der Nervenbiopsie isolierten DNA offenbarte sich eine
Ala237Thr Mutation im codierenden Bereich von Exon 6. Diese bisher noch nicht
beschriebene missense-Mutation führt zu einem Basenaustausch im für Alanin codierenden
Triplett (GCC), so daß stattdessen Threonin (ACC) codiert wird.
Abb. 12   Identifizierung des vorliegenden 709G>A Basenaustauschs in Exon 6, der zur
  Codierung von Threonin statt Alanin führt.
Diese Mutation konnte bei der mehrfachen Sequenzierung des Hin- und Rückstranges der
sowohl aus der Nervenbiopsie als auch in der aus einer Blutprobe isolierten DNA
nachgewiesen werden. Weitere Analysen der DNA der Schwester und der Tochter der
Patientin, die keine klinischen Anzeichen dieser Krankheit aufweisen, ergaben eine normale
Basenabfolge im P0-Gen (Abb. 13).
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                                                                      ACC                                  GCC
                                                                        GCC
Abb. 13  Stammbaum der Patientin 16: Die GCC>ACC Punktmutation konnte bei Patientin 16 (rot markiert),
  nicht jedoch bei ihrer Schwester und Tochter nachgewiesen werden. Die molekulargenetisch
  untersuchten Proben sind durch * gekennzeichnet.
Patientin 36
Diese zum Zeitpunkt der Nerven-Muskelbiopsie zwölfjährige Patientin fiel klinisch durch
eine beginnende Hohlfuß- und Hammerzehenbildung auf. Die Waden erschienen
muskelatrophisch, ihr Gangbild wurde zunehmend unsicher. Innerhalb der letzten sechs
Monate entwickelte sich ein Tremor der oberen Extremitäten, einhergehend mit einer
Dysdiadochokinese. Hacken-und Zehenstand waren nicht mehr möglich. Die NLG war mit
Werten um 13,5 m/s erheblich vemindert, Achillessehnenreflex und Patellarsehnenreflex
waren nicht auslösbar.
Die mikroskopischen Befunde ließen keine normal bemarkten, großkalibrigen Nervenfasern
erkennen. Statt dessen fanden sich sehr viele unverhältnismäßig dünn myelinisierte
Nervenfasern und zahlreiche Zwiebelschalenformationen.
Als wahrscheinlichste Erkrankung wurde eine fortgeschrittene chronische Neuropathie vom
demyelinisierenden Typ im Sinne einer HMSN III (Dejerine-Sottas) vermutet. Die
Sequenzanalyse wies eine 600G>A Punktmutation im codierenden Bereich von Exon 5 auf.
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Abb. 14   stellt die 600G>A Punktmutation - hier im Gegenstrang - dar, bei der es sich um
  einen Polymorphismus handelt.
Da die dritte Base des betreffenden Codons verändert wird, kommt es entsprechend der
„Wobble-Hypothese“ (Crick, 1966) nicht zur Bildung einer neuen Aminosäure, Glycin bleibt
Glycin. Daher ist dieser Befund als „silent mutation“ oder „Polymorphismus“ zu bezeichnen.
Da sich Polymorphismen nach bisherigen Erkenntnissen phänotypisch nicht auswirken, wurde
auf einen weiteren Restriktionsenzymverdau verzichtet.
Patient 14
Bei diesem 17-jährigen Patienten wurde Blut mit der Fragestellung einer tomakulösen
Neuropathie eingesandt.
Die Sequenzierung der aus dem eingesandten EDTA-Blut isolierten DNA ergab eine
Punktmutation in Exon 6. Hierbei kommt es zu einem 684C>T Basenaustausch.
Abb. 15  Die Sequenzanalyse des P0-Gens bei Patient 14 identifiziert den vorliegenden Ser228Ser
 Polymorphismus.
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Betroffen ist die dritte Base des Codons 228, das für Serin codiert. Es handelt sich hier, wie
auch bei Patientin 36, um einen Polymorphismus, so daß es nicht zur Änderung der codierten
Aminosäure kommt.
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7  Diskussion
Die vorliegende Dissertation befaßt sich mit der Untersuchung eines von einer Neuropathie
aus dem Formenkreis der HMSN betroffenen Patientenkollektives auf Mutationen im P0-Gen.
Vier der 43 untersuchten Patienten wiesen Punktmutationen auf, wobei es sich im ersten Fall
um eine „nonsense“-Mutation in Kombination mit einer mitochondrialen Myopathie, im
zweiten Fall um eine „missense“-Mutation und in zwei weiteren Fällen um „silent mutations“
handelte.
Innerhalb dieser Studie konnte gezeigt werden, daß die molekulargenetische Untersuchung
des P0-Gens nicht nur an Frischmaterial, sondern auch retrospektiv an vor bis zu 12 Jahren in
Paraffin-eingebetteten und Formalin-fixierten Nerven-Muskelbiopsien vorgenommen werden
kann. Dies wurde im Vorfeld bereits für andere an der HMSN beteiligte Gene praktiziert, so
für PMP22 (Thiex und Schröder, 1998; Beckmann und Schröder, 2000) und Cx32 (Senderek
et al., 1998). Unter Einbeziehung weiterer Methoden wie dem Verdau mit
Restriktionsenzymen und durch zusätzliche Isolierung von DNA aus Leukozyten konnten die
beschriebenen Mutationen verifiziert und die Validität der angewandten Methoden
untermauert werden.
Damit bestätigt die vorliegende Studie, daß die genetische Reklassifizierung von in Paraffin
eingebetteten archivierten Nerven- und Muskelbiopsien auch nach Jahren und somit auch
posthum möglich ist. Ein großer Vorteil für den Patienten ist, daß unter Einbeziehung früher
entnommener, archivierter Nerven-Muskelpräparate auf weitere invasive Eingriffe zur
humangenetischen Untersuchung verzichtet werden kann. Da es sich um hereditäre
Erkrankungen handelt, kann eine genetische Untersuchung von großem Wert auch für die
Betroffenen und ihre Angehörigen sein.
Neuartige und bereits beschriebene Mutationen im P0-Gen
Im Falle des Patienten 11 handelt es sich um eine Punktmutation in Codon 206, wobei es zur
Umwandlung eines für Glycin codierenden Tripletts in ein Stopcodon kommt. Eine identische
Mutation wurde 2000 von Senderek et al. beschrieben. Betroffen ist das für die intrazelluläre
Domäne des P0-Proteins codierende Exon 5, für das bisher erst 3 unterschiedliche
Punktmutationen bekannt sind (Roa et al., 1996; Bort et al., 1997; Senderek et al., 2000;
Warner et al., 1996; Mandich et al., 1999).
Patientin 16, die an einer progredienten sensiblen Ataxie litt, wies eine 709G>A missense-
Mutation in Exon 6 auf. Diese führt zur Bildung von Threonin statt Alanin. Es handelt sich
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hiermit um eine in der Literatur bislang noch nicht beschriebene Mutation, von der in diesem
Fall, wie auch bei Patient 11, die intrazelluläre Domäne des Proteins betroffen ist.
Für Exon 6 wurden bisher fünf verschiedene Mutationen beschrieben, darunter nur zwei
weitere Punktmutationen.
Patientin 36, bei der klinisch ein Dejerine-Sottas-Syndrom diagnostiziert worden war, wies
einen Polymorphismus in Exon 5 auf. Hierbei handelte es sich, da Glycin auch weiterhin
codiert wird, um eine als silent mutation zu bezeichnende 600G>A Punktmutation.
Diese wurde auch in der Literatur bereits als „silent mutation“ beschrieben (Roa et al., 1996;
Bort et al., 1997).
Im Falle des Patienten 14 bestand klinisch die Frage nach einer tomakulösen Neuropathie.
Der in Exon 6 identifizierte 684C>T Basenaustausch wurde zuvor in vier Publikationen für
nicht miteinander verwandte Patienten beschrieben (Nelis et al., 1994; Roa et al., 1996; Bort
et al., 1997; Mersiyanova et al., 2000). Auch in diesem Falle handelt es sich um einen
Polymorphismus.
Korrelation Genotyp-Phänotyp und Diskussion der zugrundeliegenden Pathomechanismen
Es ist zu diskutieren, inwieweit die nonsense-Mutation im Falle des Patienten 11, die zur
Bildung eines Stop-Codons im Bereich der intrazellulären Domäne des P0-Proteins führte,
pathogenen Charakter besitzt. Nicht selten gehen mitochondriale Myopathien mit einer
peripheren Neuropathie ähnlichen Symptomen wie einer generalisierten Muskelschwäche
einher (Schröder et al., 1991; Gleixner et al., 2000). Damit wäre es denkbar, daß die
mitochondriale Myopathie die alleinige pathogene Ursache für die Erkrankung darstellt.
Andererseits ist nicht auszuschließen, daß die beschriebene P0-Mutation doch einen Einfluß
auf die Ausprägung der neuropathischen Symptome haben könnte: Zunächst erscheint es
naheliegend, daß sich die Mutation klinisch nur milde manifestiert, da sie bei einem nicht-
verwandten 12-jährigen Patienten (Senderek et al, 2000) eine relativ benigne Neuropathie
vom Typ CMT1B auslöste und bei dessen Mutter klinisch weitgehend unauffällig blieb.
Schließlich wäre anzunehmen, daß identische Mutationen auch identische Phänotypen
bedingen. Andererseits wurde bereits in früheren Studien gezeigt, daß offenbar noch weitere,
bislang nicht identifizierte Faktoren bei der Genexpression eine Rolle spielen, die von Mensch
zu Mensch verschieden sind und durchaus bei identischer Mutation im einen Falle eine leichte
und im anderen Falle eine schwere Neuropathie bedingen können (Schiavon et al., 1998).
Erklärungsversuche konzentrieren sich auf die Einwirkung von Umweltfaktoren sowie die
Beteiligung weiterer, bislang nicht identifizierter Gene. Beispielsweise wurde, wie bereits
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oben erwähnt, für monozygote Zwillinge mit identischer Mutation in Exon 3 des P0-Gens ein
deutlich differierender Krankheitsverlauf beschrieben  (Marques et al., 1999). Während der
eine Zwilling klinisch an einer schwereren CMT1B litt, zeigten sich bei seinem Bruder nur
milde Zeichen einer Neuropathie.
Phillips et al. beschrieben 1999 eine P0-Punktmutation, die bei drei Patienten das
Krankheitsbild eines Dejerine-Sottas-Syndroms bedingte, bei einem weiteren Patienten
klinisch jedoch für eine Kongenitale Hypomyelinisationsneuropathie verantwortlich gemacht
wurde.
Die Tatsache, daß es bei Patient 11 statt zur Bildung von Glycin durch Bildung eines Stop-
Codons zur Beendigung der Transkription kommt, spricht für eine phänotypisch eher
bedeutsame Rolle der Mutation. So beschrieben sowohl Mandich et al. 1999 als auch Warner
1999 jeweils eine durch eine Gln215stop-Mutation bedingte klinisch schwere kongenitale
Hypomyelinisationsneuropathie. Allerdings manifestierten sich zwei für Exon 4 beschriebene
Stop-Mutationen nicht in Form einer CHN, sondern als CMT1B (Abbildung 16).
Mutations in the P0 gene resulting in a
stop codon
• c.462C>A;  Tyr154stop; EX4;  TM; Nelis et al.,1994, CMT1B
• c.543C>G;  Tyr181stop; EX4;   IC;  Nelis et al.,1994, CMT1B
• c.616G>T;  Gly206stop; EX5;   IC;  present two families
• c.643C>T;  Gln215stop; EX5;   IC;  Warner    et al., 1996, CH;
                                                                Mandich et al., 1999, CH
Abb. 16  Die sowohl von Warner et al. als auch von Mandich et al. beschriebene Mutation bedingte in beiden
 Fällen eine kongenitale Hypomyelinisationsneuropathie. Im Bereich von Exon 4 manifestieren sich
 zwei beschriebene Stop-Mutationen in Form einer CMT1B.
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Da sich die Mutation des Patienten 11 in Exon 5 des P0-Gens und damit in relativer Nähe zur
dort beschriebenen Gln215stop-Mutation befindet, ist aufgrund der Ähnlichkeit der
Mutationen und ihrer räumlichen Nähe zueinander ein vergleichbarer Pathomechanismus
anzunehmen.
Auf funktioneller Ebene spielt P0 als Protein des peripheren Nervensystems eine wichtige
Rolle: die extrazelluläre Proteindomäne, die eine IgG-ähnliche Struktur aufweist, ist offenbar
maßgeblich an der homophilen Adhäsion der Myelinlamellen beteiligt. So wiesen P0-
Knockout-Mäuse zwar die Bildung einer die Axone umgebenden multilamellären
Myelinscheide auf, doch war diese nicht kompaktiert (Shy et al., 1997; Zielasek et al., 1996).
Die Rolle des von der Mutation betroffenen intrazellulären Proteinanteils besteht nach einem
Modell von Gambiner (1996) in der Verankerung des P0-Proteins im cytoplasmatischen
Zellbereich und in der Interaktion mit dem Cytoskelett. Nach diesem Modell wirken sich
Mutationen nicht nur auf die Adhäsion des P0-Proteins, sondern auch auf die
Myelinexpression aus. Dies wird durch zwei Studien von Wong und Filbin (1994 und 1996)
unterstrichen.
Warner et al. (1996) ergänzten den beschriebenen Pathomechanismus dahingehend, daß
Mutationen im Bereich der intrazytoplasmatischen Domäne besonders schwere Formen der
CMT1B bedingen. Dafür spricht, dass P0 neben der Myelinadhäsion auch an der korrekten
Bildung weiterer Adhäsionsmoleküle beteiligt ist oder dabei zumindest eine regulatorische
Rolle einnimmt. Explizit zu nennen sind hier E-Cadherin und ß4-Integrin (Feltri et al., 1994),
die bei einem kompletten oder partiellen Funktionsverlust von P0 ebenfalls vermindert oder
gar nicht gebildet werden. Auch bei Regenerationsvorgängen im peripheren Nervensystem
(Stoll et al., 1999) und bei der Differenzierung der Neuriten (Schneider-Schaulies et al., 1990)
scheint P0 beteiligt zu sein. Das P0-Protein spielt also nicht nur bei der Kompaktierung von
Markscheidenlamellen eine bedeutsame Rolle, sondern hat zudem Aufgaben im Bereich der
Expression weiterer, an der Myelinbildung beteiligter Moleküle und bei der
Neuritendifferenzierung.
Es bleibt letztlich jedoch problematisch, wenn nicht sogar unmöglich, zwischen den durch die
mitochondriale Myopathie bedingten Symptomen und den durch die beschriebene Mutation
bedingten Defiziten zu differenzieren oder eine differenzierte Aussage über den
phänotypischen Effekt der beschriebenen P0-Mutation zu machen. Abschließend ist
festzustellen, daß die Mutation bei Patient 11 vermutlich zwar nicht den phänotypisch
dominierenden Faktor darstellt, daß sie sich jedoch mit hoher Wahrscheinlichkeit additiv auf
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die mitochondriale Myopathie auswirkt, was auch den ungewöhnlich malignen Verlauf mit
dem frühen Tod des Patienten erklären würde.
Bei Patientin 16 erscheint dagegen eine eindeutigere Korrelation zwischen Genotyp und
Phänotyp möglich: Die klinisch einer axonalen Neuropathie (CMT2) ähnelnden Symptome
stehen nicht in Widerspruch zur beschriebenen Mutation. Bereits in früheren
Veröffentlichungen wurden P0-Mutationen bei CMT2 in Exon 2 und 3 erwähnt. (Schiavon et
al., 1998; Chapon et al., 1999; Misu et al., 2000; Senderek et al., 2000). Hier handelt es sich
erstmals um eine pathogene Mutation in Exon 6. Auch wurde eine zur Bildung von Threonin
statt Alanin führende Mutation für P0 noch nicht beschrieben, so daß hier kein Vergleich zum
Gen-Dosis-Effekt möglich scheint; ähnliche Mutationen, die einen identischen
Aminosäurenaustausch zur Folge hatten, sind für dieses Protein nicht bekannt.
Funktionell ist, wie auch bei Patient 11, die intrazelluläre Domäne des P0-Proteins betroffen,
so dass ein Funktionsverlust beziehungsweise eine Funktionsminderung vor allem bezüglich
der Proteinverankerung und der räumlichen Proteinstruktur angenommen werden muß. Bei
Alanin als α-Aminosäurederivat von Propionsäure handelt es sich um eine apolare
Aminosäure mit kleiner aliphatischer Seitenkette, wogegen Threonin über eine polare
Seitenkette verfügt. Während die Struktur transmembranöser Proteindomänen durch einen
hohen Anteil an hydrophoben Aminosäuren gekennzeichnet ist, richten sich im wäßrigen
intrazellulären Milieu voneinander entfernt liegende Aminosäuren mit hydrophoben
Seitenketten in unmittelbarer Nähe zueinander aus. Dies spielt für die Bildung der
Tertiärstruktur eines Proteines eine wesentliche Rolle.
Eine Aminosäure mit einer hydrophoben Seitenkette wie Alanin läge nach diesem Modell
eher im Inneren des Proteins, wogegen Threonin aufgrund seiner hydrophilen Anteile seinen
Platz an der im wäßrigen Zellinneren gelegenen Oberfläche des Moleküls finden würde.
Es ist anzunehmen, daß aus der durch die Mutation bedingten Veränderung der
Aminosäuresequenz auch eine deutliche Veränderung der Tertiärstruktur der intrazellulären
Domäne des P0-Gens resultiert und daß aus diesem Vorgang eine veränderte Interaktion des
Proteins mit dem Cytoskelett der Zelle sowie eine veränderte Kompaktierung von
Markscheidenlamellen und weiterer Funktionen des P0-Gens folgen.
Bei den Patienten 36 und 14 läßt sich keine direkte Korrelation zwischen der beschriebenen
„silent mutation“ und ihrem jeweiligen Phänotypen herstellen. Polymorphismen führen nicht
zu einer Veränderung der Aminosäuresequenz. Es ist jedoch zu diskutieren, ob durch
Polymorphismen veränderte Basensequenzen nicht doch eine Auswirkung auf die
Konformation der DNA haben könnten. So ist die Anzahl der Wasserstoffbrückenbindungen
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zwischen den DNA-Strängen abhängig vom Typ des betreffenden Basenpaares. Hierbei
könnte es also aufgrund von Polymorphismen durchaus zu einer geringen räumlichen
Konformationsänderung des DNA-Moleküls kommen, was bei der Translation oder
Transkription eventuell zu Fehlern und damit zur Veränderung der ursprünglich codierten
Aminosäuresequenz führen könnte.
Für eine noch unbekannte kausalpathogenetische Bedeutung von Polymorphismen spricht im
Falle von Patient 14 auch, daß in weiteren Veröffentlichungen beschriebene Patienten mit
identischem Polymorphismus klinisch ebenfalls ähnliche Symptome einer hereditären
Neuropathie zeigten (Nelis et al., 1994; Mersiyanova et al., 2000). Auch bei ihnen konnten
keine weiteren pathogenen Mutationen gefunden werden.
Natürlich müssen bei Patient 14 und bei Patientin 36 andere mögliche Ursachen für ihre
Erkrankung in Betracht gezogen werden. Zum einen ist anzunehmen, daß es eine nicht
geringe Menge weiterer, bislang nicht entdeckter Genloci gibt, die an der korrekten
Ausdifferenzierung des peripheren Nervensystems beteiligt sind und die Sitz weiterer
pathogener Mutationen sein könnten. Zum anderen dürfen auch nicht-genetische Faktoren wie
etwa entzündliche Prozesse oder metabolische Störungen bei der Suche nach den
zugrundeliegenden Pathomechanismen nicht außer acht gelassen werden.
Erbmodus
Da Patient 11 bereits im Kindesalter verstorben war, wurde auf Wunsch der Angehörigen auf
eine genetische Untersuchung des Bruders sowie der Eltern, die keine weiteren Kinder
wünschten, verzichtet. Daher lassen sich lediglich Vermutungen über den Erbmodus der
Familie anstellen.
Anamnestisch sind bei den Angehörigen keine Myopathien oder Neuropathien bekannt,
jedoch berichtete die Mutter über eine auffällig verspätete motorische Entwicklung des älteren
Bruders. Sie selbst habe ebenfalls sehr spät laufen gelernt, doch eine weiterführende
Diagnostik sei nie durchgeführt worden.
Da Mutationen im P0-Gen häufig mehrere Generationen betreffen und Neumutationen eher
selten sind, ist es in Anbetracht der Familienanamnese durchaus denkbar, dass sowohl der
Bruder als auch die Mutter von der gleichen Mutation im P0-Gen betroffen sind wie Patient 1.
Bei beiden bestand jedoch keine mitochondriale Myopathie, so daß der klinische Verlauf
ausgesprochen blande war, ähnlich wie in einem analogen Fall 1999 von Ohnishi et al.
beschrieben.
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Für die noch lebenden Verwandten der Patientin 16, ihre Schwester und ihre Tochter, ließen
sich keine P0-Mutation nachweisen. Über die bereits verstorbenen Eltern läßt sich bezüglich
ihres Genotyps keine definitive Aussage treffen. Klinisch wiesen sie zwar nach Angabe der
Patientin keinerlei Auffälligkeiten auf, doch stellt andererseits eine große phänotypische
Varianz ein häufig zu beobachtendes Phänomen bei Mutationen im P0-Gen dar, so daß ein
Elternteil auch klinisch unauffälliger Genträger  gewesen sein könnte.
Im Falle der Patientin 16 handelt es sich daher zwar am ehesten um eine Neumutation, doch
ist auch eine  von Vater oder Mutter ererbte Mutation in betracht zu ziehen.
Diskussion der Methoden
Bei der Betrachtung der übrigen 39 von 43 Proben fanden sich im Rahmen der
durchgeführten molekulargenetischen Analysen keinerlei Auffälligkeiten.
Dies liegt sicherlich in erster Linie daran, daß in den untersuchten Patientenproben tatsächlich
keine Punktmutationen im P0-Gen zu verzeichnen sind.
Ferner ist jedoch zu diskutieren, inwieweit mögliche vorhandene Mutationen im P0-Gen
unentdeckt blieben: Die Sensitivität für die EMD-CE-Reaktion wurde mit 100 %, die
Spezifität mit 94,3 % beschrieben. Auch bei den Analysen im Rahmen dieser Studie wurden
eine Positivkontrolle (Polymorphismus) in mehr als 90 % der Fälle geschnitten, was mit den
in der Literatur beschriebenen Werten weitestgehend übereinstimmt.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden lediglich die codierenden Sequenzen im Bereich des P0-
Gens untersucht. Es ist somit nicht völlig auszuschließen, daß möglicherweise Mutationen im
Bereich der regulatorischen Abschnitte des 5‘- und 3‘-Endes sowie im Bereich der splice-sites
übersehen wurden.
Auch kam es bei der automatisierten Sequenzanalyse in einigen Fällen zur Darstellung
sogenannter „DyeBlobs“ aufgrund einer unvollständig aufgereinigten
Sequenzierungsreaktion. Diese Peaks, die sich über mehrere Basen erstrecken, lassen keine
Aussage über eine mögliche, in diesem Bereich liegende Mutation zu. Allerdings wurde in
solchen Fällen auch der DNA-Gegenstrang einer Sequenzanalyse unterzogen, um möglichst
alle Exonabschnitte beurteilen zu können.
Der limitierende Faktor bei der Analyse der 43 Patientenproben war sicherlich die Qualität
der zu untersuchenden DNA. Diese war umso schlechter, je länger die Probe bereits in
Paraffin eingebettet und Formalin-fixiert war. Dies zeigte sich besonders bei der Herstellung
des PCR-Produktes, welches auch nach wiederholten Versuchen in 13 % aller Exone nicht in
einer zur EMD-CE beziehungsweise zur Sequenzanalyse ausreichenden Menge hergestellt
42
werden konnte (Anhang 3). Dies mag zum einen daran liegen, daß die Proben teilweise vor
der Paraffinierung schwankenden Temperaturbedingungen ausgesetzt waren, was zur
Fragmentierung der DNA führte, zum anderen an der Präsenz eines bereits von Kösel et al.
(1994) beschriebenen, im Paraffin enthaltenen „PCR-Inhibitors“.
Statistisch gesehen sind bei CMT1 Mutationen im P0-Gen weitaus seltener als PMP22-
Duplikationen oder Deletionen. Pathogene Punktmutationen im PMP22-Gen konnten im
Rahmen dieser Studie für alle untersuchten Proben ausgeschlossen werden (C. Fuchs,
persönliche Mitteilung). Es ist jedoch bekannt, daß bei den hereditären motorisch-
sensorischen Neuropathien auch weitere, seltenere Mutationen wie beispielsweise EGR2 eine
Rolle spielen, die auch hier beteiligt sein könnten, oder aber daß Mutationen in bislang nicht
identifizierten Genabschnitten unentdeckt blieben.
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8  Zusammenfassung und Ausblick
Im Rahmen der vorgelegten Studie wurden 43 Patienten, bei denen aufgrund klinischer und
morphologischer Kriterien die Diagnose einer CMT, eines Dejerine-Sottas-Syndroms oder
einer kongenitalen Hypomyelinisationsneuropathie gestellt worden war, mit Hilfe
molekulargenetischer Methoden auf Punktmutationen im Genbereich P0 untersucht.
In vier Fällen gelang der Nachweis einer jeweils unterschiedlichen Punktmutation:
Im Falle einer Patientin mit einer axonalen Neuropathie wurde die in der Literatur noch nicht
beschriebene Punktmutation Ala237Thr entdeckt. Zu betonen ist, daß es sich hierbei um die
für CMT2 einzige Mutation in Exon 6 handelt.
Eine weitere pathogene Mutation fand sich bei einem im Alter von 8 Jahren verstorbenen
Patienten, der klinische Merkmale einer mitochondrialen Myopathie aufwies. Die
differentialdiagnostische Abklärung einer kongenitalen Hypomyelinisationsneuropathie ergab
eine Gly206stop-Mutation in Exon 5 des P0-Gens. Es handelt sich hierbei um den ersten Fall
in der Literatur, für den eine Kombination einer durch eine P0-Mutation verursachten
Neuropathie mit einer mitochondrialen Myopathie beschrieben wird.
Im Falle einer Patientin mit Dejerine-Sottas-Syndrom und bei einem Patienten mit Merkmalen
einer tomakulösen Neuropathie fanden sich die Punktmutationen 600G>A und 684C>T.
Beide Mutationen führen als Polymorphismen nicht zu einer Änderung der
Aminosäuresequenz und sind damit als nicht pathogen einzustufen.
Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte bestätigt werden, daß eine genetische
Reklassifizierung an in Paraffin eingebetteten und Formalin-fixierten Suralnerven-und
Muskelbiopsien auch noch nach Jahren möglich ist. So konnten solche Patienten nachträglich
genetisch untersucht werden, für die zum Zeitpunkt der Biopsieentnahme eine
molekulargenetische Untersuchung noch nicht zur Verfügung stand. Da es sich bei den
Erkrankungen aus dem Formenkreis der HMSN um erbliche Neuropathien handelt,
ermöglicht die molekulargenetische Untersuchung für die betroffenen Patienten und ihre
Angehörigen eine eindeutige Klassifikation und damit eine Aussage über den Erbmodus ihres
Leidens, insbesondere in Fällen, in denen die klinisch-morphologische Untersuchung keine
eindeutige Diagnose zuläßt.
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Gegenwärtig kann für die an hereditären Neuropathien erkrankten Patienten keine Heilung
erzielt werden. Bei Betrachtung der aktuellen Fortschritte in der Humangenetik bleibt jedoch
zu hoffen, daß in absehbarer Zeit eine kurative Genbehandlung existieren wird. Hierbei wird
eine exakte molekulargenetische Diagnosestellung die erste Voraussetzung sein, um
Betroffene genetisch beraten zu können und ihnen eine adäquate Therapie zu ermöglichen.
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10  Anhang
A1  mRNA-Sequenz des P0-Gens
Exon1
ttgaggttccatatctatccctcagagaagtgtgtctgtgtccctgtttttgtccctctccctcaccaccccccacaacattccagcctgg
ggcagggggaggccagtggacacaaagccctctgtgtatggggtggtatgtgtccccccacccctccacccagactatacaatg
ccccttctgctccctgcactctgcccccctccccaccacctctcaactgcacatgccaggctgcaattggttactggctgaggacag
ccccctcatgctggggccctaggggattttaagcaggttccaggaaccccccgttcagttcctggtcccccactttctcaaccccac
agatgctccgggcccctgcccctgccccagct
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
atg gct cct ggg gct ccc tca tcc agc ccc agc cct atc
M A P G A P S S S P S P I
14 15 16 17 18 19 20 21 22
ctg gct gtg ctg ctc ttc tct tct ttg
L A V L L F S S L
ggtaagtggagccactctactctgggagtcttgggactcaggtgtctctcagcaat
Exon2
ccataggtgcatctgattccccactttgtgcttgca
23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34
gtg ctg tcc ccg gcc cag gcc atc gtg gtt tac acc
V L S P A Q A I V V Y T
35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47
gac agg gag gtc cat ggt gct gtg ggc tcc cgg gtg acc
D R E V H G A V G S R V T
48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
ctg cac tgc tcc ttc tgg tcc agt gag tgg gtc tca gat
L H C S F W S S E W V S D
61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73
gac atc tcc ttc acc tgg cgc tac cag ccc gaa ggg ggc
D I S F T W R Y Q P E G G
74 75 76 77 78
aga gat gcc att tcg
R D A I S
gtgagtgcctgggggaatcctggggttggataacagaaagtgcttcaaagaacaacaaaaaagataacttgggctaaggagg
gggaaatcctttttgagccataaccccaactttggcaaggtaaatgacagtctttgtcaccctgactacattgtcctcccttctccagc
actaccctttccagcccaagatcccttaccctgaggctggagcga
Exon3
agctttgacagctgtgttctcattagggtcctctcacatgcttcccctcattcctcatag
79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91
atc ttc cac tat gcc aag gga caa ccc tac att gac gag
I F H Y A K G Q P Y I D E
92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104
gtg ggg acc ttc aaa gag cgc atc cag  tgg gta ggg gac
V G T F K E R I Q W V G D
105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117
cct cgc tgg aag gat ggc tcc att gtc ata cac aac cta
P R W K D G S I V I H N L
118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130
gac tac agt gac aat ggc acg ttc act tgt gac gtc aaa
D Y S D N G T F T C D V K
131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143
aac cct cca gac ata gtg ggc aag acc tct cag gtc acg
N P P D I V G K T S Q V T
144 145 146 147 148 149
ctg tat gtc ttt gaa aaa
L Y V F E K
ggtgtgagaagggatggggacaagggtatgggaagcagtttgggaggggatctagggaggactgacaggttgggggaagag
gcaaaaagcccggcctaaggacctttattcaggctctgggagcgtgggcagaaggcagttttagctg
Exon4
ggagtcctacatcctcaatgcagggcatacactcggactaggaaccacagatacagggccctgctcattctcccacttcttttccca
cccctccta
150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162
gtg cca act agg tac ggg gtc gtt ctg gga gct gtg atc
V P T R Y G V V L G A V I
163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175
ggg ggt gtc ctc ggg gtg gtg ctg ttg ctg ctg ctg ctt
G G V L G V V L L L L L L
176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188
ttc tac gtg gtt cgg tac tgc tgg cta cgc agg cag gcg
F Y V V R Y C W L R R Q A
189 190 191 192 193 194
gcc ctg cag agg agg ctc
A L Q R R L
aggtaagggcggagcctagctcccctccccctctccccactatcccccatctgggcggagactactccagtgggtggg
agggccaaggg
Exon5
gaagaggaagctgtgtccgcggtgcaaggggttccggcgaggccaaagtacagcagtcttctcttctgc
195 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207
agt gct atg gag aag ggg aaa ttg cac aag cca gga aag
S A M E K G K L H K P G K
208 209 210 211 212 213 214 215
gac gcg tcg aag cgc ggg cgg cag
D A S K R G R Q
gttagcgggacttggggcctagacaagatgggaaggagaaccctgggagccgccgggcagcagtgaggggtgggatggga
acagtcaagccccagtcgctcggtgactgatgtgtgcccccctcccccag
Exon 6
216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228
acg cca gtg ctg tat gca atg ctg gac cac agc aga agc
T P V L Y A M L D H S R S
229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241
acc aaa gct gtc agt gag aag aag gcc aag ggg ctg ggg
T K A V S E K K A K G L G
242 243 244 245 246 247 248 249
gag tct cgc aag gat aag aaa tag
E S R K D K K STOP
cggttagcgggccgggcgggggatcgggggttaggggtggagtccgccaaaggcccaaaggtgatggtcatcgagatggag
ctacgaaaggatgagcagagcccggagctccggcctgctgtcaagtcccccagcagaaccagcctcaaaaacgccctcaag
aacatgatgggcctgaactcggacaagtgatcgccacccccccaccccaggccctgccaagcagggggacctaggctcctctt
acccccgtctaggtgctttccctctttgctcccccgccctgccctgccctcacctcctttgagacgtaagtttcattccagaattcattccc
caggcaattgtattctcccccaccttcacccctggctttctgggagcccaggagctaatcctacccctcacctgccccgggggctgt
gtgtttggtgcctgtccacctgagcactgagaagaaagggactttgataccctctgcctcaagtccaggccacctggcattcccatc
tcctgcatcccccagcctgtccccctggctgtttctctcccgtccctccctcccctctaccaggtggcccagctccatactctgtccccc
cagctaatacccagagcacccagatcagactctccttcagggtttatttaggttattattttttattttttaatccattctttgtttgtttacctgt
gctcatcctctgcccttacacccatgactgaggaccaatgacgtcatgtggcttttgcaattcacgccccccttaagtccttaatgaag
agccagcccaagtagaggggcccctgatcctcacacttcagtatagcattggttccccctgaccactttggagcactgttctggga
ctccaggtcttgaggagagagacagagagagagaatggatcctcataggtcagggagtgggggagggggcaaatgagccta
agaaatggtttttaaacaaccaaacaaaaagcaggaaaaacaaatgggaaatgggggggcgggggggaggagaggctgc
actgcagccacaggggattcttaggatttttctacattctgtatatttcttctcaaacctccaaatgtccttaaatgtttaataaa
rot markiert: nicht codierende Sequenz
nummeriert: Codon 1 – 249
Buchstaben: Aminosäuren
A2 Morphologische und klinische Daten
Nummer Alter bei
Einsendung
in Jahren
Neuropathologische Beurteilung Klinik zum Zeitpunkt der
Biopsie
Zwiebel-
schalen-
formationen
(1)
Tomakulöse
Nervenfasern
(2)
Demyelinisierte /
Hypomyelinisierte
Nervenfasern (3)
Reduktion der
großen  markhaltigen
Nervenfasern in %
(4)
Remyelini-
sierungen
(5)
Regenerations-
gruppen (6)
1 0 Neuropathie vom
demyelinisierenden Typ
generalisierte tonisch-klonische
Anfälle, Muskelhypotonie,
Makroglossie,
Fußdeformationen
0 0 h+ - - +
2 1 Neurogene Muskelatrophie bei
spinalem oder zentralem Prozeß
Hypotonie, Kardiomyopathie;
V.a. Dysmorphiesyndrom, z.B.
Hypochondroplasie
0 - h- + - -
3 1 Hypomyelinisation im Sinne einer
Myelinisierungshemmung
muskuläre Hypotonie,
statomotorische
Entwicklungsretardierung,
Makrozephahlie,
Balkenhypoplasie,
Myelinisierungshemmung
- - h + 0 0 -
4 3 V.a. Glykogenose; DD:
Hypomyelinisationsneuropathie
zerebrales Anfallsleiden mit
statomotorischer und mentaler
Retardierung
0 - h + 0 - 0
5 3 Kongenitale Hypomyelinisations-
neuropathie
0 0 0 h+++
d+++
+++ 0 0
6 5 LYON-Typ der
Hypomyelinisations-Neuropathie
ENG:  unauffällig;
EMG: V.a. HMSN
0 0 h +++ 50 0 0
7 35 V.a. mitochondriale Myopathie
mit geringgradiger Neuropathie
DD: HMSN
wie axonale Neuropathie 0 0 h ++ + 0 0
8 39 V.a. entwicklungsbedingte
Hypomyelinisation
Torticollis spasmodicus - - h ++ - - +(1)
9 60 langsam progrediente Neuropathie
vom überwiegend axonalen Typ
mit Hypomyelinisation
Schwäche in Beinen u. Händen 0 - h +++ 20-30 - ++
10 1 gering progrediente
Hypomyelinisationsneuropathie
oder demyelinisierende
Neuropathie
Hypotone statomotische
Entwicklungsstörung;
V.a. Mitochondropathie
0 0 h +++ 0 0 0
11 1 Hypomyelinisation einzelner
Nervenfasern, evtl. mitochondriale
Myopathie
ausgeprägte Muskelhypotonie,
Muskeleigenreflexe nicht
sicher auslösbar
- 0 h + + 0 0
12 2 kongenitale
Hypomyelinisationsneuro-
pathie
V.a. neurogene
Muskelschwäche, Lippen-
Kiefer-Gaumenspalte,
infundibuläre Pulmonalstenose
und  hypertrophe
Cardiomyopathie; NLG 31 m/s
+++ 0 h +++ + 0 0
13 5 V.a. kongenitale
Hypomyelinisationsneuro-
pathie
Eiweiß im Liquor konstant
erhöht;V.a. CIDP
- 0 h +++
d ++
70-80 0 -
14 17 (nur Blut) V.a. tomakulöse Neuropathie 0 0 0 0 0 0
15 61 V.a. tomakulöse Neuropathie mit
geringgradig ausgeprägter
neurogener Muskelatrophie
sensible axonale Neuropathie
seit 2 Jahren, entzündlicher
Prozeß?
- +(1) h+++
d+
10-20 0 +
16 65 chronische Neuropathie  vom
überwiegend axonalen Typ; ggf.
Z.n. GBS
ausgeprägte sensible Ataxie,
Verdacht auf CMT II
0 - h + 50-60 + +++
17 57 chronisch progrediente
Neuropathie vom teils axonalen,
teils demyelinisierenden Typ
PNP;
monoklonale Gammopathie
0 - h + 30-40 + 0
18 35 geringgradige  demyelinisierende
Neuropathie; V.a. Z.n. GBS
0 - - h ++
d +
+ 0 -
19 73 Neuropathie vom axonalen Typ
mit demyelinisierender
Komponente bei chronischer
Vaskulitis;
DD: HNPP
v.a. Panarteriitis nodosa bei
maximaler  BSG-
Beschleunigung
+ 0 h + 30-40 0 +
20 59 CIDP ohne sichtbare entzdl.
Infiltrate. Ggf. HNPP (1 Tomakel)
progrediente Schwäche in den
Beinen  (re mehr als li),
sensible Ataxie; NLG normal,
EMG spricht für axonalen
Prozeß
+(1) +(1) h +
d ++
80-90 + +
21 65 Neuropathie vom
neuronalen/axonalen Typ
leichte Fußheberparese li.,
atrophische Wadenmuskeln;
Vorfußhypästhesien bds,
EMG: chron PNP
- - h + 70 0 +
22 46 Tomakulöse NP (wurde 2001
anhand Deletion des PMP22-Gens
bestätigt)
V.a. tomakulöse Neuropathie
seit einigen Monaten, Läsionen
der  Nn. ulnaris, medianus und
peronaeus
0 0 0 0 0 0
23 52 Neuropathie axonalen Typ,
vereinbar mit HMSN I;
DD: HNPP
0 +(2) +(1) 0 60 0 +
24 73 0 V.a. HMSN I 0 0 0 0 0 0
25 50 geringradig  ausgeprägte
Neuropathie;
DD:  tomakulöse Neuropathie oder
CIDP
V.a. CIDP - + h ++ + 0 +
26 46 V.a. Hyper-/
Hypomyelinisationsneuro-
pathie mit zusätzlicher axonaler
Komponente
demyelinisierende Neuropathie
bei motorischer  und
sensorischer NLG 35m/s,
rezidivierende multiple
Engpass-Syndrome,
Retinopathia centralis serosa li
0 - h + 20-30 + 0
27 46 Neuropathie vom gemischten, teils
axonalen, teils demyelinisierenden
Typ
0 - +(1) h + 20 + 0
28 55 Neuropathie vom axonalen Typ bei
Mikroangiopathie
rezidivierende
Kompressionssyndrome an
beiden Armen und
Tarsaltunnelsyndrom rechts
+ +(2) h + 40-50 +++ +
29 25 keine PMP22-
Deletionen/Duplikationen;
Material: Blut
V.a. tomakulöse Neuropathie 0 0 0 0 0 0
30 8 Neuripathie vom gemischten, teils
demyelinisierenden, teils axonalen
Typ
rasch progrediente HMSN,
distale Muskelschwäche,
Laufen nur mit Mühe möglich,
z.N. Achillotomie, NLG
44,8m/s, zunehmend Arme
betroffen
+++ 0 d + 0 +++ 0
31 20 demyelinisierende Neuropathie
vom Typ HMSN I oder HMSN X
kongenitaler Klumpfuß bds,
operativ behandelt; V.a.
errbliche Polyneuropathie
(Mutter zeigt ähnliche
Symptomatik)
EMG: HInweis auf PNP mit
sensiblen u. motorischen
Störungen
- - 0 50 0 +
32 58 hypertrophische Neuropathie mit
geringer neurogener Komponente
Halte- und Intentionstremor,
strumpfförmig begrenzte Hyp-/
Dysästhesien, Areflexie
+++ 0 h +++
d ++
90 0 +
33 66 Neuropathie vom gemischten, teils
axonalen, teils demyelinisierenden
Typ
V.a. HMSN ungeklärter
Zuordnung
- +(1) h +++
d -
40-50 ++ +
34 34 Neuropathie vom überwiegend
demyelinis. Typ; DD: tomakulöse
Neuropathie
Druckläsionen der Nn peronaei
bds.  und des rechten N.
radialis seit 6 Wochen;  V.a.
tomakulöse Neuropathie
- +(1) h +++ 5-10 0 +
35 39 Neuropathie vom Typ HMSN III
mit neurogener Muskelatrophie
seit Jahren progrediente
Atrophie der Hand und
Armmuskeln  und geringer
auch der Beine, ulnare
Sensibilitätsstörungen, Reflexe
schwach auslösbar; V.a.
HMSN
+++ 0 h +++ 70 0 0
36 12 hypertropthische Neuropathie vom
Typ HMSN III
Hohlfuß, Hammerzehen,
Wadenatrophie, Tremor;
Hacken-und Zehenstand  nicht
möglich, NLG 13,5 m/s
0 + h + 0 + 0
37 41 0  am ehesten HMSN III 0 0 0 0 0 0
38 44 Hypo/Hypermyelinisations-
neuropathie mit neurogener
Muskelatrophie
verminderte NLG, Pes cavo-
adductus bds, Schwester (diese
mit HMSN III)  auch betroffen
+++ 0 h ++ 70-80 + +
39 13 hypertrophische Neuropathie mit
neurogener Muskelatrophie,
entsprchend HMSN III
Haltungs-
schäden, proximale
Beinschwäche re mehr als
li,Fersengang nicht möglich,
stark verminderte NLG,
Spastizität
++ - h +++
d ++
70-80 + +
40 22 hypertrophische  Neuropathie, eher
HMSN III als HMSN I
Hohlfuß seit 10. Lj, in letzter
Zeit Verstärkung der
Symptomatik und
Unterschenkelatrophie bds.
++ - h + + - -
41 58 Neuropathie mit bevorzugtem
Ausfall der großen markhaltigen
Nervenfasern
seit 2 Jahren progrediente
sensible Störungen am rechten
Fußrücken, sowie an
Oberschenkeln und Oberarmen
+ 0 d+ 60-80 0 +
42 24 hypertrophische Neuropathie, eher
HMSN III als HMSN I
leicht unsicheres Gangbild,
Wadenkrämpfe, Atrophien
beider Mm. quadriceps,
Sensibilität unauffällig
+++ 0 h ++
d +
70-80 + +
43 19 Neuropathie vom
demyelinisierenden Typ mit
hypertrophischer Komponente, am
ehesten HMSN III
schweres sensomotorisches
Polyneuropathie-Syndrom,
NLG 2m/s
+++ + h +
d ++
0 0 0
(1) Zwiebelschalenformationen: keine (-); einzelne (+); einige (++); zahlreiche (+++); genaue Anzahl (1), (2)
(2) Tomakulöse Nervenfasern:  keine (-); einzelne (+); einige (++); zahlreiche (+++); genaue Anzahl (1), (2)
(3) Demyelinisierte / hypomyelinisierte Nervenfasern: hypomyelinisierte Nervenfasern (h), demyelinisierte Nervenfasern (d); keine (-); einzelne (+); einige (++); zahlreiche (+++)
(4) Reduktion der großen markhaltigen Nervenfasern: gering ausgeprägt (+); deutlich ausgeprägt (++);  massiv ausgeprägt (+++);  genaue Angabe in Prozent z.B. (40)
(5) Remyelinisierte Nervenfasern: keine (-); einzelne (+); einige (++);  zahlreiche (+++)
(6) Regeneratgruppen: keine (-); einzelne (+); einige (++); zahlreiche (+++)
keine Angabe (0)
A 3  Methodenübersicht
Nummer Exon1 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 Exon6
1 S E E S E
2 E;S S S E S S
3 E;S S E E E S
4 E E E E E;S E
5 E E E E E;S
6 E E;S E E S
7 S E
8 E E E
9 S S S E S E
10 S E
11 S - - - E;S -
12 S S S S E S
13 E E E E E E;S
14 E;S E E S E E,S
15 E;S E E;S E;S E E
16 E E E E E;S E;S
17 E E E E E;S E
18 E;S E E;S E E E
19 E E
20 E E E E
21 E E
22 E E E E E E
23 E E S S E E;S
24 E E E E E E
25 E E E E E E
26 E;S E E;S E E E
27 E E E E E E
28 E E E E
29 E E E E E E
30 E;S E E E E E;S
31 E E E E E E
32 E E E E E E
33 E E E E E E;S
34 E E;S E E E E
35 E E E E E E
36 E E E E E E
37 E E S E
38 E E E E E E
39 E E E E S
40 E E E E
41 E E E E E
42 E S S E E S
43 E S E E E
E = EMD-CE
S = Sequenzierungsreaktion
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